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第1章　諸論
　DNAは遺伝情報を保持しており、それを子孫に正確に伝えなければならない。し
かしながら、DNAは、放射線、紫外線、環境変異原などの外的要因や、活性酸素など
の生体内の代謝過程で生じる産物による内的要因により、絶えず損傷を受けている。
DNA損傷には様々なタイプが存在するが、代表的な紫外線UV－Cではピリミジンニ量
体が形成され、主にシクロブタン型ピリミジンニ量体（cyclobutane　pyrimidine
dimers；CPDs）と（6－4）光産物（pyrimidine（6－4）pyrimidone　photoproducts；6－
4PPs）が誘発される（Fig．1－1）。また、変異原として知られる種々の化学薬剤は簡
単な塩基のメチル化から、DNAとタンパク質間に結合し複合体を形成させるものまで
様々な損傷が存在する。例えばシスプラチン（cisplatin）では、　DNA鎖内に存在する
隣接するプリン　（GGかAG）間に付加し、それら塩基間でクロスリンクを生じさせ
る（Plooy　et　a1．，1984）。代表的な薬剤であるMMS（methylmethanesulfonate）は、
M7－alkylguanine、06－alkylguanine、〈F3－alkyladenine、（アーalkylthymidineなどの塩
基のメチル化や、リン酸ジエステルをメチル化し、さらにはDNAの一本鎖切断も一部
に生じさせる。4NQO（4－nitroquinoline　1－oxide）は化学発癌物質であり、嵩高い付加
物を塩基に付加しDNA二本鎖に歪みを生じさせる［Galliegue－Zouilina　et　al．，1985］。
BLM（Bleomycin）は、抗腫瘍性の薬剤であり、　DNAの一本鎖切断または、二本鎖切断
を誘発させることが広く知られている［Urdea　et　al．，1988］（Fig．1－1）。
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Fig．1－1．さまざまな変異原により生じる損傷の種類
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　これらさまざまな損傷は、DNA複製や転写などの細胞機能を維持するうえで重要
な代謝活動を阻害し、最悪の場合は細胞死を引き起こす。また、これらの損傷が修復
されずにDNA複製が行われると、突然変異を生じ癌化の原因にもなる。しかし生物は
細菌からヒトまでこのようなDNA損傷を修復する機構を進化の過程で複数獲得し、細
胞の遺伝情報を正常に維持している。このようなメカニズムはDNA修復機構と呼ばれ、
除去修復、組換え修復、複製後修復の3つに大別されている。
　これまでに、原核生物、真核生物を問わず様々な生物でDNA修復機構の研究がなさ
れており、原核生物では大腸菌　（Escherichia　CO〃）を中心に除去修復、組換え修復
などに欠陥のある突然変異体が数多く単離・解析され、それぞれの修復に関連する遺
伝子が同定されている。真核生物では、出芽酵母　（S∂ccharomyces　cθrevisiae）を
中心にDNA修復系遺伝子の突然変異体が数多く単離・解析され、そしてそれらの原因
遺伝子が同定されている。出芽酵母のDNA修復に関連する遺伝子も、様々な変異原に
対する感受性の特徴や相互のエピスタシスの関係により、除去修復を行うRAD3グル
ープ、組換え修復を行うRAD52グループ、複製後修復を行うRAD6グループの3っ
に分類されてきた［Friedberg　et　al．，2006］。そのなかでも除去修復系は塩基除去修
復（BER；base　excision　repair）とヌクレオチド除去修復（NER；nucleotide　excision
repair）の二つが基礎となっており、生体内で重要な役割を担っている［Hoeijmakers，
1990；Hoeijmakers，1993；Wood，1997］。
　除去修復系に含まれるNER経路は、大腸菌などの細菌からヒトまで、すべての生
物に存在する重要な経路である［Friedberg　et　al．，2006］。　NER経路は、紫外線によ
り誘起されるCPDsや6－4PPs、4NQOにより誘起される塩基付加物など、　DNA二重
らせんに歪みを引き起こす彪大なDNA損傷を対象とするDNA修復経路である。　NER
経路のプロセスはすべての生物で共通しており、（i）損傷認識過程，（ii）損傷DNA鎖
の切断と除去する過程，（iii）切除した損傷DNA部分の修復と再合成する過程（iv）DNA
ligaseによって除去部分を連結する過程、の一連のステップによって行っている。　NER
経路が切除するヌクレオチドは、大腸菌では11～12ヌクレオチドであるが、真核生
物生物で20～30ヌクレオチドであることが知られている。また、真核生物のNER機
構は、20種類以上のタンパク質が関与する複雑な機構で行われる［Friedberg　et　al．，
2006；Prakash，　S．　and　Prakash，　L．2000］。
　ヒトのNERに関する研究は、ヒトの劣性遺伝疾患である色素性乾皮症（Xeroderma
pigmentosum；XP）の原因遺伝子の機能解明から進んだ。色素性乾皮症の患者は、紫
外線に過敏であり、高頻度で皮膚がんを発症することが報告されている［Friedberg　et
aL，2006］。これまでに色素性乾皮症の患者から確立された細胞系を用いた研究から、
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XP遺伝子が8つの相補性グループ　（XPA－XPG，　XPV）に分類され、そのうちXPA－XPG
の7つの遺伝子が、NER経路に関連することが明らかになっている。
　ヒトXP遺伝子に相同な遺伝子は、酵母からマウスまで真核生物には広く存在して
いる［Hoeijmakers　and　Hoeijmakers，1993］。出芽酵母ではRAD3グループに属す
るRAD　1，　RAD2，　Rl4D3，　RAD4，　R　4D4，　RAD25遺伝子が、　XPAからXPGの遺伝
子　（XPEを除く）にそれぞれ相当し、各遺伝子の変異体が紫外線に対し顕著な感受性
を示している［Terleth　and　Verhage，1994］。
　これまでの研究により、ヒトや出芽酵母のNERモデルでは上流のDNA損傷認識過
程において、CSAとCSBが機能する転写と共役した修復経路TCR（transcription－
coupled　repair）経路とXPCとHR23Bが中心的な役割をする非転写鎖およびゲノム
全体を網羅的に修復の対象とする経路であるGGR（global　genomic　repair）経路の二
つのサブ経路が存在することがわかっている。上流のTCR経路とGGR経路によって
損傷認識された後、RPA（replication　protein　A）とXPAおよび転写因子でもあるTF
ll　H（XPDとXPGを含む）を介し、損傷塩基の5’末端側構造特異的エンドヌクレアー
ゼであるXPF／ERCC1複合体と3’末端構造特異的エンドヌクレアーゼであるXPGが損
傷DNAの両端をそれぞれ切除し、そのこ修復DNA合成とDNA　ligaseによる取り除
かれたヌクレオチド部分が複製され一連の修復を完了させることが考えられるモデル
が提唱されている（Fig．1－2）［Wood，1997］。
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　糸状菌であるアカパンカビ（Neurospora　crass∂）におけるDNA修復の研究の歴
史は古くからおこなわれてきているが、それらの研究の多くが細胞レベルでの研究で
あり、分子レベルでの研究はあまり進でいなかった。近年アカパンカビのゲノムデー
タが公開されるようになり、遺伝子レベルでの研究が可能となった。アカパンカビに
おけるNER機構に関しての研究はこれまでほとんどすすでおらず、わずかにmus－38
遺伝子の報告［lshii　et　al．，1998；Hatakeyama　et　al．，1998］と、論文での報告は
ないがmus－40遺伝子の報告［lnoue　et　al．　Unpublished　data］があるだけであっ
た。mus－38はヒトXPE、出芽酵母RAD　1に相同な遺伝子であり、　mus－38変異株は
紫外線および4NQOに対して感受性を示すことが報告されている［lshii　et　al．，1998
；Hatakeyama　et　al．，1998］。また、　mus－40遺伝子はヒトXPG、出芽酵母RAD2
遺伝子のホモログであり、mus－40遺伝子変異株もまたmus－38変異株同様に紫外線
と4NQOに感受性を示す。しかしながら、　mus－38とmus－40の2種類の遺伝子の
変異株は、出芽酵母やヒトで報告されているNER変異株の示す紫外線感受性に比べそ
の紫外線感受性は野生株に比べてもそれほど高くない。また、アカパンカビ自体の紫
外線感受性は、出芽酵母やヒトに比べると約20倍耐性である。
　アカパンカビが紫外線に高度に耐性を示す原因として、アカパンカビが持つ第二除
去修復経路の存在があげられている。この第二除去修復経路は、アカパンカビにおい
てまず報告され、mus－　1　8遺伝子が中心的な機能を持つことが分かっている［Yajima　e
tal．，1995］。第二除去修復経路は、　mus－78遺伝子のコードするタンパク質が紫外
線損傷に対してエンドヌクレアーゼとして損傷を修復する重要な機能を持っており、
ヒト、出芽酵母のNER遺伝子に相同なmus－38遺伝子とは別経路であることが確認さ
れ、第二除去修復経路と呼ばれている。その後、分裂酵母（Schizosaccharomyces
　pombe）にも同様の経路が存在することが報告されている［Yasui　et　al．2000］。
分裂酵母ではこの経路は、UVER（UV－damage　endonuclease　repair）経路と呼ばれ、
UVDE（UV－damage　endonuclease）が中心的な役割をすることが分かっている。ア
カパンカビのmus－78遺伝子は、分裂酵母のUvde遺伝子と相同である。この第二除
去修復経路（またはUVER経路）は、アカパンカビと分裂酵母特異的であり、出芽酵
母やヒトには保存されていない経路である。アカパンカビのmus・・18変異株は、紫外
線に対してのみ感受性を示し、4NQOなどのmus－38変異株が感受性を示す薬剤には
感受性を示さないことが報告されている［lshii　et　al．，1998］。このことから、第二除
去修復経路は、紫外線損傷を特異的に修復する経路であると考えられている。
　アカパンカビには、紫外線損傷を修復する経路としてさらに光回復酵素による修復
経路が存在することが報告されている［Shimura　et　al．，1999］。光回復経路は、光回
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復酵素のみで行われ、光回復酵素が可視光のエネルギーを吸収することで、ピリミジ
ンニー体を開裂する。光回復酵素は、細菌や植物、魚類など広く存在するが、ヒトや
分裂酵母にはこの光回復酵素が存在しないことが報告されている［Friedberg　et　aL，
　2006］。この光回復酵素には、その基質特異性により2種類の光回復酵素が存在し、
CPDs特異的な光回復酵素と6－4PPs特異的な光回復酵素が存在する。アカパンカビは
このうち、CPDs特異的な光回復酵素のみを保持しており、このCPDs特異的光回復酵
素はphr遺伝子によりコードされている［Shimura　et　al．，1999　Friedberg　et　a1．2
006］。
　本研究では、アカパンカビの紫外線損傷修復経路に関与する遺伝子について研究を
行った。まず、アカパンカビではその経路の詳細が分かっていないNER経路について、
アカパンカビゲノムプロジェクトのデータを利用することで、出芽酵母のNER関連遺
伝子との相同な遺伝子を検索し、その破壊株を作成し、紫外線感受性等の表現件解析
を行った。第2章において、NER経路下流の損傷切り出しの過程で働くことが予想さ
れるmus－44遺伝子について解析を行った。第3章は、同じくNER経路下流で機能
し、損傷塩基に結合することが予想されているmus－43遺伝子についての解析を行っ
た。第4章では、NER経路上流の認識過程で重要なncRAD4A，　ncRAD4B，　ncRAD23
遺伝子の解析を行った。第5章では、NER上流のTCR特異的な認識経路で機能する
ことが予想されるncRAD26遺伝子にっいて解析を行った。第6章では、　NER経路と
光回復経路との間の関係および、NER経路とUVER経路との関係を解析した。これに
より、アカパンカビがもつ複数の紫外線損傷修復経路とアカパンカビが示す高度紫外
線耐性との間の関係を明らかにした。
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第2章　アカパンカビncR4DlO遺伝子の解析
2－1　緒言
　アカパンカビではこれまで、NER関連遺伝子としては、　mus－38遺伝子とmus－40
遺伝子の2種類の遺伝子しか解析が進んでおらず、その他のNER関連遺伝子について
は全くわかっていなかった。近年アカパンカビゲノムプロジェクトの終了を受けて、
ゲノムデータの公開が行われており、それを利用することで他の生物の遺伝子とのホ
モロジー検索が可能となった。また、アカパンカビにみられる現象である
RIP（Repeat－induced　point　mutation）を利用することで、遺伝子を不活性化すること
も可能である。
　出芽酵母のNER関連遺伝子であるRAD　70がコードするRadlOタンパク質は、Rad1
タンパク質と複合体を形成することで、損傷DNA5’末端側構造特異的エンドヌクレア
ーゼとして機能することが知られており、NER機能において重要な遺伝子である
［Friedberg　et　al．，2006］。ヒトでは、　RAD　70遺伝子に対応する遺伝子としてERCCI
が存在し、RAD　1遺伝子に対応する遺伝子としてXPFが存在する。また、　Rad－Rad10
エンドヌクレアーゼとXPF－ERCCIエンドヌクレアーゼはNER経路で機能するととも
に、組換え経路においても機能することが報告されている［Friedberg　et　al．，2006］。
　これまでアカパンカビでは、出芽酵母RAD　1ホモログとしてmus－38遺伝子が同定・
解析がされており、紫外線や4NQOなどに対し感受性を示すことがわかっている。し
かし、Rad1タンパク質と複合体を形成するRAD　70については、アカパンカビにおい
てその存在は分かっていなかった。今回、アカパンカビゲノムデータベースを利用す
ることで、アカパンカビR，4DlOホモログ遺伝子を検索するともに、その遺伝子の変
異株をアカパンカビにみられるRIP現象を利用して作成し、その変異株の表現型解析
を行うことで、アカパンカビRAD　70ホモログ遺伝子の機能解析を行った。
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2－2　材料と方法
［使用菌株とベクター］
　本実験で使用したアカパンカビの株とその遺伝子型をTable　2－1に示した。アカパ
ンカビ野生株として、Cl　－Tl　O－37AとCl　－Tl　O－28aをそれぞれ使用した［Tamaru　and
inoue，1989］。　mus－38変異株（CZ－272－16A，　CZ－272－5a）、mus－78変異株
（C2－T40－9A）、mei－3変異株（FGSC2764A）、uvs－2変異株（74　一一　OR244－3A）、
pan－2変異株（FGSC4105A，　C2－S2－8A）は、埼玉大学遺伝学研究室より頂いた。プ
ラスミド構築に使用した大腸菌の株とその遺伝子型をTable　2－2に示した。　PCR増幅
DNA断片のクローニングにはpT7－Blu♂（Novagen）を使用し、アカパンカビの形質
転換にはpCB1003をベクターとして用いた。　pCB1003プラスミドには、アカパン
カビ細胞内で機能する選択マーカーとしてハイグロマイシンB耐性遺伝子（hygB”）が挿
入されている。pYK10はPCRによって増幅したncRAD　70遺伝子断片をTA一クロー
ニングによってpT7Blu♂に挿入し作製した。　pYKI　O－Tは、作成したpYK10から約
1．4kbpのκpn　1／Xba　l断片をpCB1003のκpn　1／Xba　1サイトに挿入し作製した。
アカパンカビゲノムライブラリー（pMOcosX）［Orbach　and　Sachs，1991］は、
Table　2－1．　Strains　of〈Lcrass∂　used　in　this　study
Strain　number Genotype Source／reference
Cl－TlO－37A
CI－TIO－28a
FGSC4105A
C2－S2－8a
CZ－272－16A
CZ－272－5a
C2－T40－9A
74－OR244－3A
FGSC2764A
TNK－CT－1A
TNK－CT－1a
TNK－B36－21A
TNK－OGW－36a
TNK－me3－2a
TNK－ml8－4A
TNK－m38－1A
TNK－u2－7a
∂
Aρ∂n－2　（B36）
a　pan－2（OGW1）
A　mus－38
∂mt／s－38
Aal－2　pan－－2　cot－7mus－18
A∂1－2ρan－2　cot－7《ハiS－－2
Amei－3
Amus．44　RIP
amus－44尺’P
Amus－44　Ripρ∂η一2　（B36）
amus－44　RIPρ∂n－2（OGW　1）
Ame∫－3　mレs－44　RIP
Amus－7　8　mus－44　RIPρ∂n－2
Amus．38　mus－44　Riρ
At／vs＿2　m（ノs＿44　RIP
Tamaru　an　tnoue（1986）
Tamaru　and　lnoue（1986）
FGSC
Kawabata　et　al．（2008）
lshii　et　al．（1998）
lshii　et　al．（1998）
lshii　et　al．（1991）
De　Serres　et　al．（1980）
FGSC
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
FGSC，　Fungal　Genetic　Stock　Center
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FGSC（Fungal　Genetics　Stock　Center）より入手した。
Table　2－2．　Strains　of　E．　co〃　used　in　this　study
Strain　number　　Genotype
E．co〃JM109
recA　1，　endA　1，　gyrA96，　t力1－7，カsdR　77〔rκ←mκつ，
e74－〔m　c〃4り，　supE44，　reL47，　　△　θ∂C－proA　Bノ／F’
〔traD36，ρroAB＋，1∂c∫q，1∂cZム　∧475〕
E．co〃　DH　5α
F－，　　φ　80dl∂cZ　4　M75，　　A　イ／acZYA－∂rgF．）（ノ769，
deoR，　recA　7，　eη（fA　7，　hsdl～77〔rκ’　mκ＋ノ，ρんo／1，
Stノρε44，　・1　－，　thi－7，　gyrA　96，　re／A　7
［培養］
　アカパンカビの培養には、VM培地（1×Vogel最少培地，1．2％（w／v）　ショ糖）
を使用し、寒天培地には1．2％（w／v）寒天を加えた［Vogel，1964］。ハイグロマイ
シンB耐性の形質転換体の選抜には、最終濃度500μg／mlのハイグロマイシンBを
培地に加えて行った。アカパンカビの分生子形成は、グリセロール完全培地（1×Vogel
最少培地，1％（v／v）グリセロール，O．25％（w／v）yeast　extract，　O．1％（w／v）
カザミノ酸，O．5％（w／v）malt　extract，1％（v／v）ビタミンストック溶液，1．2％
（w／v）寒天）を用いて、1週間培養することで行った。アカパンカビの交配は、SC
培地（1×Westergaards’合成培地，1．2％（w／v）ショ糖，1．2％（w／v）寒天）を
用いて行った。アカパンカビのコロニー形成には、コロニー一一一形成培地（1XVogel最
少培地，0．296（w／v）ショ糖，196（w／v）ソルボース，1．2％（w／v）寒天）を用
いて行った。基本培地の成分は、Table　2－3にまとめた。
　大腸菌の培養には、LB培地（196（w／v）バクトトリプトン，　O．5％（w／v）酵母
エキス，196（w／v）塩化ナトリウム）を使用し、寒天培地には1．296（w／v）寒天
を加えた。アンピシリン耐性の選抜には、アンピシリンを最終濃度50μg／miになる
ように加えて行った。
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Table　2－3．　Mediums　used　in　this　study
50×Vogel’s最少培地（1000ml中）
　　　　　　　Na3C6H507・2H20
　　　　　　　KH2PO，
　　　　　　　KH4NO，
　　　　　　　MgSO4・7H20
　　　　　　　CaCl2・2H20
　　　　　　　　ビオチン水溶液
　　　　　　　Vogel’s微量元素液
Vogel’s微量元素液（100ml中）
　　　　　　　C6HsO7・2H20
　　　　　　　ZnSO4・7HzO
　　　　　　　Fe（NH4）2（SO4）2・6H20
　　　　　　　CuSO4・5H20
　　　　　　　MgSO4・H20
　　　　　　　H3BO3
　　　　　　　NaMoO4・2H20
ピオチン水溶液（1　OOOml中）
　　　　　　　Biotin
125g
2509
1009
109
　59
25ml
　sml
　59
　59
　　1g
O．259
0．059
0．059
0．05g
40mg
ビタミンストック溶液（100ml中）
　　　　　　　サイアミン（ビタミンB1）
　　　　　　　リポフラビン（ビタミンB2）
　　　　　　　ピリドキシン（ビタミンB6）
　　　　　　　パントテン酸カルシウム
　　　　　　　パラアミノ安息香酸
　　　　　　　ニコチン酸アミド
　　　　　　　塩酸コリン
　　　　　　　葉酸
　　　　　　　イノシトール
10mg
　5mg
　5mg
50mg
　5mg
　smg
100mg
　lmg
lOOmg
10×Westergaards’合成培地（1　OOOml中）
　　　　　　　KNO3
　　　　　　　KH2PO，
　　　　　　　MnSOピ7H20
　　　　　　　NaCl
　　　　　　　CaC12
　　　　　　　Vogel’s微量元素液
　　　　　　　　ビオチン水溶液
109
109
　59
　19
1．39
10ml
lOml
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［DNA操作］
（i）基本的な遺伝子工学的手法
　プラスミドDNAの少量調整などの基本的な遺伝子工学的手法は、　Sambrookらに
よる方法［Sambrook　et　al．，1989］に従った。大腸菌の形質転換は、　Perbalの実験書
［Perbal，1988］に従った。コンピテント細胞作製には、　JMIO9株、　DH5α株を使用
した。精製したDNAの確認はアガロース電気泳動により行なった。
（ii）サザンハイブリダイゼーション
　アガロースゲルからメンブレンへDNAを移行するために、キャピラリートランスフ
ァーまたはVacuGeneTM　blotting　system（Pharmasia）を使用した。メンブレンは、
Hybond－N＋（Amersham　Pharmacia　Biotech）を用いた。　DIGによるプローブの標識法
として、ランダムプライム法を用いた。ランダムプライム法には、DIGハイプライム（ロ
シュ・ダイアグノスティックス社）を使用した。メンブレンとプレハイブリダイゼーシ
ョン溶液を耐熱性のタッパーに入れ、68℃で2～3時間プレハイブリダイゼーション
を行った。その後、熱変性させた標識プローブをタッパーに加え、15時間以上68℃
で保温した。
　ハイブリダイゼーション後の検出は、基質としてNBT（ニトロブルーテトラゾリウ
ムクロライド）とBCIP（5一プロモー4一クロロー3一インドリルーリン酸）を用いた発色反応
により行なった。まず、メンブレンを室温でNo．1洗浄液（2×SSC、　O．10／，　SDS）で5
分間、2回洗浄し、次に68℃でNo．2洗浄液（O．1×SSC、0□％SDS）で15分間、2
回洗浄した後、Wash　Buffer［0．3％Tween－20⑧　in　Bufferl（0．1Mマレイン酸、0．15M
NaCl；pH7．5）］で1分間洗浄した。その後、　Blocking　Buffer（IYo　Blocking　stock
solution　in　Buffer1）で30分間インキュベーションした後、20mlの希釈抗体溶液
（150mU　AP標識抗ジゴキシゲニン抗体、　Fabフラグメント／ml　Buffer）で30分間イ
ンキュベーションした。次に、Wash　Bufferで15分間、2回洗浄した後、メンブレ
ンを検出Buffer（100mM　Tris－HCI、100mM　NaCl、50mM　MgCl2；pH9．5）で2分間平
衡化した。そして、暗冷下で、10mlの発色溶液（2001Ll　NBT／BCIP溶液／10ml検出
Buffer）と共にメンブレンをインキュベーションし、発色反応させて検出した。
（iii）　PCR
　PCR法によるncRAD　l　O遺伝子断片の増幅には、　Taq　polymeraseを用いた。　O．2ml
のマイクロチューブに、鋳型DNA（O．05μg）、　プライマー（0．5μM）、　5μ1の
10×緩衝液、5μ1の25mM塩化マグネシウム溶液、1μ1のTaq　polymeraseを加
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えて、水（D．W．）で50μ1になるようにした。　PCR反応は、94℃1分間（変性）、57℃
1分間（アニーリング）、72℃1分間（DNAの伸長）を1サイクルとして30回繰
り返した。すべてのプライマーの合成と精製は、日本バイオサービス社に依頼した。
（iv）　DNA塩基配列の決定
　DNA断片は、　ALFexpressTM　AutoCycleTM　Sequencing　Kit（Amersham　Pharmacia
Biotech）を用いて伸長反応を行ない、塩基配列自動決定装置ALFexpressシークエン
サー（Amersham　Pharmacia　Biotech）によって、塩基配列を決定した。決定された
DNA断片の塩基配列はGENETYX－WIN／ATSQ（ソフトウェア開発）により解析を行な
った。
［遺伝子の不活化］
　RIP（Repeat－induced　point　mutations）　［Selker，1990］を利用して、目的とする
遺伝子の不活化を行なった。まず、不活化させる遺伝子の一部分のDNA断片（ncRAD　l　O
の約1．5kbp）をPCR法により増幅し、　pT7Blueベクターに組込み、　pYK10プラスミ
ドを作成した。pYK10プラスミドより制限酵素KpnlとXbalにより切り出される約
1．4kbの断片を、アカパンカビのベクターであるpCB1003のKpη1／淵）alサイトに組
込み、pKY10－Tプラスミドを作成した。作成したpKY10－Tプラスミドによってアカ
パンカビ野生株（Cl－T10－37A）を形質転換し、ハイグロマイシンBを含む培地上で
28℃、2日間培養した。ハイグロマイシンB抵抗性を示した形質転換体を単離し、こ
れを交配型の異なる野生株（C1－T10－28a）と交雑することによってRIPを誘発した。
　RIPによる点突然変異生成の確認は、交雑によって生じた子嚢胞子を単離し、培養
後菌糸からゲノムDNAを抽出し、このDNAに含まれるncRAD　I　O遺伝子の制限酵素
認識部位が野生株と比較して変化しているかどうかをPCR－RFLP法および、　ncRAD　l　O
遺伝子の塩基配列を決定することで確認した。PCR－RFLP法は、回収したゲノムDNA
と野生株のゲノムDNAそれぞれを鋳型とし、　ncRAD　70遺伝子特異的なプライマーを
用いてRIPを行った。増幅した遺伝子断片を任意の制限酵素で処理した後、電気泳動
を行なった。これにより検出されるDNA断片パターンが野生株と異なる制限酵素を確
認した。また、RIPによる点突然変異生成を確認するため、　PCRによって増幅させた
遺伝子断片の塩基配列を決定し、点突然変異を生じた子孫株をncR4DlO遺伝子破壊
株として以後の実験に用いた。
11
［アカパンカビの形質転換］
　アカパンカビの形質転換は、VollmerとYanofskyの方法［Vollmer　and　Yanofsky
1986］及びTomitaらの方法［Tomita　et　aL，1993］を基本として、以下のうよう
に改変して行なった。
　グリセロール完全培地上で7日間培養した菌体より回収した分生子を2～3時間培
養し、発芽を確認した後、IMSorbitol溶液で洗浄・遠心した。ペレット状にした分
生子を、IMsorbitolで2mg／mlに調製したLYSiNG　ENZYMES　from　Trichoderma
harzianum（SIGMA）を2ml加え、懸濁し、30℃で低速振とうをした。酵素反応開始か
ら約60分経った後、分生子の一部をサンプリングし、顕微鏡下でサンプルに水を加
えることにより細胞破壊が起きることを調べ、スフェロプラスト化の確認を行なった。
その後スフェロプラストを1　M　sorbitol溶液で2回洗浄し、　CaCl2　sol．．［50mM　CaC12、
IM　sorbitol、50mM　Tris－HCI（pH8．0）］で洗浄したのち、　CaCl2　sol．1　．2ml、　PEG
sol．［40％PEG4000、50mM　CaCl2、50mM　Tris－HCI（pH8．0）］400μ1加え、スフェ
ロプラスト溶液とした。スフェロプラスト溶液30～50μ1と5μ1ヘパリン溶液
（heparin　5mg／ml　in　CaC12　sol．）、2μ1スペルミジン溶液（50mM　spermidine－3HC1）、
3～5μlDNA溶液を混合し、氷上で30分間静置した後、　PEG　sol．300　“．　1加え、20
分間室温で静置した。その後、溶解して50℃で保温しておいた上層培地と混合し、ハ
イグロマイシンB（O．5mg／ml）を含む下層培地上に拡げ、30℃で2日間培養した。
　単離した形質転換体をホモカリオンにするため、分生子を1　mlの滅菌水に懸濁した
のち、ハイグロマイシンBを含むコロニー形成用培地に加え、シャーレ（φ90mm）
に拡げた。30℃で2日間培養した後、ハイグロマイシンB耐性を指標にして、形質転
換された核のみを持つ株を選別し以後の解析に用いた。
［アカパンカビの遺伝学的解析］
　アカパンカビの交雑など遺伝学的解析はDavisとde　Serresの方法［Davis　and　de
Serres，1970］に従って行なった。
［アカパンカビからのゲノムDNAの調整］
　アカパンカビからのゲノムDNAの調整は、　lrelanらの方法［lrelan　et　al．1993］に
従った。30mlの液体培地に少量の菌糸を植え、30℃で2日間振とうした後、培養液
を濾過して菌糸を集めた。この菌糸を液体窒素で瞬間冷凍して、ゲノムDNAの調整に
用いた。DNAは260nmで吸光度を測定して定ーした。定量後、サザンハイブリダイ
ゼーションやゲノムDNAを鋳型とするPCRに用いた。
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［スポットテスト］
　アカパンカビの各種変異原に対する感受性を調べるために、スポットテストを行な
った。培地としてコロニー形成を用いた。
　変異原4NQO、　MMSはオートクレープ滅菌後の培地が60℃以下になった時に加え、
一様にシャーレにひろげた。試験する株の分生子を滅菌水に懸濁し、この懸濁液をプ
レート状にひろげた寒天培地上にパスツールピペットを用いてスポットした。28℃で
2日間培養後、菌糸の増殖を調べた。紫外線に対する感受性は、変異原を添加してい
ないプレート上に分生子の懸濁液をスポットした後、75～225J／m’の紫外線を照射し、
遮光した暗条件下で28℃、2日間培養し、菌糸の増殖を調べた。
［アカパンカビの紫外線感受性試験］
　変異原処理したアカパンカビの生存率の測定は、lnoueとlshiiの方法［lnoue　and
lshii，1984］に従った。
　アカパンカビ分生子を1／15Mリン酸緩衝液［pH7．0］に懸濁し、1×106個／mlの懸
濁液とした。これを9cmシャーレに20mlずつ加え、そこに紫外線を照射した。紫外
線は2．5J／m2．secの強度で照射した。照射後、100　u　l採取し希釈した後、1000個
をコロニー形成用寒天培地に混ぜて15cmシャーレにひろげ、30℃で3日間培養し
て生じたコロニーを数え、これをもとに生存率を求めた。
［復帰突然変異頻度の測定］
　突然変異頻度はρ∂n－2遺伝子座の復帰突然変異頻度を指標として測定した。突然変
異頻度のテスター株として使用したρan－2変異株の対立遺伝子B36およびOGW－1
は、それぞれρan－2遺伝子座の異なる部位に塩基置換型とフレームシフト型の突然変
異をもっ株である［Ogawa，　Unpublished　data］。これらの株とncRAD　70遺伝子破壊
株を交雑し、ncR，4D　1　O　pan－2二重変異株を作製した。紫外線照射後の1×107の分生
子をコロニー形成のための培地と混合してシャーレにまいた。紫外線誘発突然変異頻
度は、パントテン酸を含むコントロール形成培地でのコロニー数に対するパントテン
酸を含まない培地でのコロニー数によって算出した。
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2－3　結果と考察
2－3－1　アカパンカビncRADlO遺伝子の検索
　出芽酵母RAD　70遺伝子のホモログをアカパンカビのゲノムプロジェクトデータベ
ースWhitehead　lnstitute　for　Biomedical　Research（http：／／www．broad．mit．edu／
annotation／genome／neurospora／Home．html）を蕃il用して検索を行った。検索を行
った結果、出芽酵母Rad10タンパク質のアミノ酸配列に350／oの相同性を持つタンパ
ク質をコードする遺伝子NCU7066．3が存在した。アカパンカビゲノムプロジェクト
データベース中に出芽酵母RADIOのアミノ酸配列とEvalueにおいて一1乗以下を示
す遺伝子はNCUO7066．3以外には存在せず、この遺伝子をncRAD　70と命名した。
この遺伝子の塩基配列と予想されるアミノ酸配列をFig．2－1Aに示した。また、この
ncRAD　70遺伝子のコードするアミノ酸配列をDDBJでBLAST検索を行った結果、最
も相同性が高かったのは、分裂酵母（Schizosaccharomyces　pombe）のRAD　I　O遺
伝子ホモログであるSW［0［Rodel　et　al．，1992］であり、そのEvalueは2e153であ
った。またヒトERCCI（ヒトのRADIOホモログ）ではEvalueが5e－42、出芽酵母
（S∂ccharomyces　cerevisiae）Radl　OでE　valueが3e’i5を示した。最も高い相同性
を示した分裂酵母のSwiloタンパク質とアカパンカビNcRAD10タンパク質のアミ
ノ酸配列の相同性は48％で、続いてヒトERCC1との相同性が43％であった。また、
出芽酵母のRad10との相同性は35％であった。
　ゲノムデータベースのデータから、ncRAD　70遺伝子は、第Vl連鎖群左腕のテロメ
ア付近に位置することが明らかっとなった。この領域には、DNA修復に関与する遺伝
子の報告はなく、ncRAD　70遺伝子は新規のDNA修復遺伝子であると考えられる。ま
た、ncRAD　70は、イントロンを含まず、全長1218bpの遺伝子であり、塩基配列か
ら予想されるNCRAD10タンパク質は406アミノ酸残基であり、アミノ酸配列から予
想される分子量は43．7kDaであった。
　分裂酵母（Schizos∂ccharoηlyce5　pombe）のswilOタンパク質のアミノ酸配列と
NcRADIoのアミノ酸配列を比較した結果をFig．2－1　Bに示した。その結果、分裂酵
母SwilOとアカパンカビNCRAD10の間で高度に保存されている領域が存在してい
た。NCRADIOタンパク質のN末端側から83～290番目のアミノ酸配列の領域にあ
り、ERCC1ファミリータンパク質が機能する上で重要な領域が存在すると考えられた。
実際、ERCC1ファミリータンパク質におけるこの領域は、　XPFタンパク質ファミリー
と相互作用する領域と非特異的にDNAに結合するのに重要な領域（UvrC－like
domain）が存在するという報告がなされている［Tripsianes　et　al．，2005］。アカパン
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XPFホモログであるMUS－38タンパク質と相互作用すると考えられる領域は、
NCRAD10の84～204に保存されていた。また、223～281にはUvrC－likeドメイ
ンが保存されており、また、DNA結合に重要なhelix・－hairpin－helixモチーフが2っ保
存されていた。これらのことは、アカパンカビNCRADIOがERCC1ホモログタンパ
ク質として機能していること強く示唆している。
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　　CTGGCGTACTGTAAATAAGCAAACATAACACTGTATAGCACACTGTCCCCGCATCGCACT　－18②
　　CATCAGG（二AATI⊂CAGACTT　（二CCGGATCTTGGCA（二ATT（：AATGTCTATTTCAT（：ATCCT　－一　12②
（　）
　　CGATTTGAATT（GCGATA（CTT（二GT（G（二（≡TGTAATTC（二TACTCTAGGTAGTCAGAACAAA　　－6②
　　ATGGACGA（：GACTTTGA（二GATGCCGAGCTCCTCCAAGCTCTCGCCGCCT（二CGAAGCAGCA　　　6②
　　MDDDFDDAELLQALAASEAA
　　G（二AGCAGCCAGACAACAACAACAA（二C（二CAA（二GCC（二ACCAG⊂AC（二ACCA（：CACCACCAGGT　　12②
　　AAARQQQQpQRPPAPPPPPG
　　⊂G（：GG⊂ATCGTC⊂AACCCACTCC⊂CAACGCCTHrGACAAACCACCACTCTCCAACT⊂CTCC　　18②
　　RGIvQpTPQRLDKPPLSNSS
　　TCCTCTTCCACTGGCCCGCGAATAGTC⊂AA⊂CCACCCCACAAGCCCTCCCCGGCGCC⊂G（：　　24②
　　SSsTGPRIvQpTPQALPGAR
　　TCCTCCTCGGG（二T⊂⊂T（：CATCCT（二GTCTC⊂⊂CGCGCCAAAAAGGCAACCCCGTGCTCGCC　　3②O
　　SSSGSSILVSPRQKGNPVLA
　　T（：（：ATCAAGTCCACCGCGTGGGAATACTC（：GACATCCCCGCCGACTACGTCCTCGGCACC　　36②
　　SIKSTAWEYSDIPADYVLGT
　　ACCA（：CTGCGCCCTTTTCCTGT（：T⊂T（二AAGTACCACCGTCTGCACCCAGAATA（：ATCTAC　　42②
　　TT（ALFしSLKYHRLHPEYIY
　　A（二G（二GCATCCGC（二TG（二TG（二AGCAAAACCGGTA（二AAC（二TGCGCATCCTGCTCACGCTCGTC　　48②
　　TRIRLLQQNRYNLRILLTLv
　　GACATC（：CCAACCACGAGGAG⊂CCCTGCGCGAGCTGTCCAAGA（：GT（：G（TTGT⊂AACAA⊂　　54②
　　DIPNHEEPLRELSKTSLVNN
　　GTGACGGTCATCTTGTGCTGGTCGGC（≡CAGGAGGCGGCG（G（：TACITGGAGCTGTACAAG　　6②②
　　VTVIL（：WSAQEAARYLELYK　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（To　be　continued）
　　　　　　　　　　　Fig．2－1A　アカパンカピncRADIθ遺伝子の塩基配列とアミノ酸配
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TCGTA⊂GAGCACGCGAGCGCGAG（C，G）Ci1S2AIS2SC！liA！2Si12SA！liSIA！3etGC　AGACG　GTA⊂GCGGAG　66②
SYEHASASAIRGQQKTTYAE
〔鮪GmGTGACGGTGCCGAGGAGCGTG瓜触GACGGATGCGAπGCGCTG　72eQMvEFvTvPRSVNKTDAIAL
GTGAGCA（二GTTTGGGAGCTTGCGGAATGCGATCAATGTGGCGACGGAGGCGAATGGGGAG　　78②
VSTFGSLRNA工NVATEANGE
GAGCGGTTGGGGAACGTG⊂AGGGGTGGGGAGAGAAGAAGGTGAAGAGTTGGAGGAGAG（：G　　84②
ERLGNVQGWGEKKVKsWRRA
GTGGAGGGGAGTTTTAGGGTGAGGAAGACGGCGGCGCAGGGACGGAACAAGGCTGCGACG　　9②②
vEGSFRvRKTAAQGRNKAAT
GGTrrCCGGIHrCCGGGTCAGGAG（iGA（：GCAGT（二A⊂GGACGATGCAGACA（：AGACACAGACA　　96②
GSGSGSGGTQSRTMQTQTqT
CAGACACGGACACGG⊂AGAAGGAAACTGGAT（：ATTA（二AGGA（二AGGAGGGCTGGCGATACC　　1②2②
QTRTRQKETGSLQDRRAGDT
GGGCACGGGCACGGT⊂CGAGGGAGGATGAGTA⊂GATGAGATGGAGGCTGTTATGGCTGCT　　I②8②
GHGHGPREDEYDEMEAVMAA
GCTGCTGAGGAGGCGGGGTCGACGGTGGCTGCG（iGCTCGAGTTCTACCAAAAACGACACT　　114②
AAEEAGSTVAAGSSSTKNDT
（二AAGCTTCTCGGAGACAAGAGGAG（IAACTGGGCGGTGGGGTTGCTGCTG（二GTTGG（二（二AAA　　12②O
QASRRQEEELGGGvAAALAK
TTGAGGCAAGGAGGTTGAGGAAATATCAAGACATTCGGACACGTTGTCTGGTGGACTAAA　　1260
L　R　Q　G　G　＊
ACACGCCGTCTGTCCTACGACGAACACGTGGAGATATCGAAGI｝i￥LSGII！21E，EiS）L［ZSAASCGT　132②
GT（T⊂GCCTCATGTCTTGACAGACACAAACACCACAGCTTACCCCTCACAAGAAAACGTG　　138②
　　　（｝v）
Fig．2－1AアカパンカビncRAD　l　O遺伝子の塩基配列とアミノ酸配列
　　右側の数字は開始コドン（met）を基準として塩基数を、塩基配列の下段にはアミノ酸配列を記
した。赤字で記したプライマー（i），（iv）はpT7－Blueeへの挿入時に用いた。また、変異の確
認には（i）一（iii）、（ii）一（iv）のプライマーを用いて塩基配列を決定した。
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CLUSTAL　W（1．83）multiple　sequence　alignment
NcRAD10　　　　　　　　MDDDFDDAELLQALAASEAAAAARQQ｝（｝QPQRPPAPPPPPGRGIvQPTPQRLDKPPLS－一一
spSwi10　　　　　　　　－MSDIDDEE－FEQLAVSALEEVEKKAGFAQ－一一一一一一一一一一一一一QPTPQKVSR－一一一一一一
scRadlO　　　　　　　　－－MNNTDPTSFESILA（iVAKLRKEKSGADTTGSQSLEIDASKLQqQEPQTSRRINSNQVI
：　　＊　　　：：　：　．、 ．　　．＊　　　：
NCRADIO
spSwi　10
scRadlO
一一一一一 mSSsSsTGPRIvQPTPQALPGARSSSGSSILvSPRQKGNPvLAsIKS「「AwEYS－一
…一一一………一…一’…一一一一一 uTAHSILVNPRQKGNPLLPHVRNVPWEYT－－
NAFNQQ｝〈PEEWTDSKA「「DDYNRKRPFRSTRPGKTVLVNTT（X〈ENPLLNHLKSTNWRYVSS
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　・　＊　＊　　　　　　　　＊　巾　　　＊　＊　・　＊　　　　　　■　●　　　　　　　　＊　　　章
NCRADIO
spSwil②
scRad10
一一一 cIPADYVLGTTTCALFLsLKYHRLHPEYIYTRIRLLQQNRYNLRILLTLVDIPNHEE
－一一 c工VPDFVI，KiTGI⊂SLFLSLKYHHLHPEYIYSRISKLGKS－YNLRILLILVDVENHQA
TGINMIYYOYLVRGRSVLFLTLTYHKLYVDYISRRNK｝PLSRN－－ENNILIFIVDDNNSED
．　．卓傘：ウ．牢申：章：　　：＊＊　　　＊：　　　ホ　　：．　　　：　　．＊＊：　　：＊＊　　　＊　　：
N（二RAD10
spSwi　10
scRad10
PLRE　LSKTSLVNNVTVIL⊂WSAQEAARYしELYKSYEHASASAIRG（～QKTTYAEQWEFVT
slQELvKTslvNQYTLILAwSSEEAARYLETYKAYENMsPALIMEKPsTDYLsQvQSFLT
τしNDITKしCMFNGFTLLLAFNFEQAAKYIEYLNL－一一一一一一一・一一一一一一一一一一一一・一一一一一一
　恒　　　　．　　．　　　＊　　　　　　■　　　⑨　　　　　　車　・　　・　車　　　　◆　　　　　　●　　●　寧　＊　　◆　章　　．　ホ　　　　　　・
N⊂RADIO
spSwi　10
scRad10
VPRSVNKTDAIALVSTFGSLRNAINVATEANGEERLGNVQ（ヨリGE｛（KVKSVVRRAVEGSFRV
SIRGINKSDSLSLLSKFGSLE三RALvASRDE－一一一一LEQLE（ivrGPT）（vNRFLEAvQQPFMS
NCRAD1②
spSwi　1②
scRad10
RKTAAQGRNKAATGSGSGSGGTQSRTMQTQTQTQTRTRQKETGsLQDRRAGDTGHGHGPR
HSTIK－－RPEAIN－一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一LKQT一ρ一一一一一一一一一一一一一一一一
NCRADIO　　　　　　　　EDEYDEMEAvMAAAAEEAGSTvAAGSSSTKNDTQASRRQEEELGG（1　AAALAKLRQGG　　405ロo
spSwi　10　　　　　　　　－一一一一一一一一一一一一一一一一・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一・一一一一一一一ヴー一一一一・・－　　　252ロo
scRad1②　　　　　　　　一一一・一一一一一一一一一一一一一一・一一一・一一一一一一一一一・・一・・　一一一一一一一一一’一一P－’・・一一一一・一・一一一・一一一一・－　　21②ロa
Fig．2－1BNcRADIoのアミノ酸配列の比較
アカパンカビNCRADIOと出芽酵母scRad1　O、分裂酵母spSwi　1　Oのアミノ酸配列を比
較した。NCRAD10は出芽酵母と35％、分裂酵母と4896の相同性があった。赤線は
UvrC－likeドメイン、　helix－hairpin－helixモチーフを含む領域を記した。
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2－3－2　RIP法によるncRADlO遺伝子破壊株の作成
　アカパンカビゲノムデータベースから入手したゲノムDNA塩基配列を基に
ncRAD　70遺伝子の上流と下流にプライマーncRAD　70－F（5－CGA　GAC　ACG　TTG　AAT
CGA　GAC　T－3）とプライマーncRAD　1　0－R（5－CAT　CAG　GCA　ATT　CCA　GAC　TTC　C－3）
の2っを設計した（Fig．2－IB）。アカパンカビゲノムDNAを鋳型としてPCRを行っ
た結果、増幅した約1．4kbが増幅された。この増幅したDNA断片をpT7Blu♂ベクタ
ーにクローニングし、プラスミドpYK10を作製した。クローニングしたDNA断片は
塩基配列を決定し、データベース上のncR4D　l　O遺伝子の塩基配列と比較した結果、
クローニングした断片がncRAD　70遺伝子断片であること確認した。
　次に、アカパンカビへncRAD　l　O遺伝子を形質転換するためのベクターの作製を行
った。pYKIOプラスミドからncRAD　l　O遺伝子を含む約1．4kbのKpn　I／Xba　l断片
を切り出し、ハイグロマイシンB耐性遺伝子を含むベクターpCB1003のKpn　l〃Xb∂
1部位にサブクローニングし、pYKI　O・－Tを作製した。　pYKIO－Tプラスミドをアカパ
ンカビ野生株（C1－Tl　O－37A）に形質転換し、抗生物質ハイグロマイシンB耐性を示す
形質転換体を単離した。アカパンカビは、一っの細胞内に複数の核を持つため、シン
グルコロニー単離を数回繰り返し、形質転換体をホモカリオン化した。そのうちYK－1A
株を交雑に用いた。
　作製した形質転換体（YK－1A）と野生株（Cl－Tl　O－28a）を交雑させ、遺伝子破壊を
行った。得られた子孫株をスポットテストにより紫外線に対する感受性を調べた結果、
感受性を示したncRAD　70破壊株の候補株（TN－B1－2）を得た。
　この紫外線感受性株（TN－B1－2）のゲノムDNAを抽出しPCRによりncRAD　l　O遺伝
子領域を増幅させ、RFLPにより確認を行った。野生株と紫外線感受性株（TN－B1－2）間
の断片を確認した結果、制限酵素A／w211で処理したバンドパターンに野生株との差
異が見られ、また紫外線感受性株（TN－B1－2）のncRAD　l　O遺伝子部位の塩基配列を調
べたところ、多数の点突然変異を確認した。さらにncR4D　70遺伝子を含むアカパン
カビゲノムライブラリーpMOcosX　cosmid　Library［Orbach　and　Sachs，1991］の
G24：B1を紫外線感受性株（TN－B1－2）に形質転換させたところ、紫外線、4NQOに対
する感受性が相補された。よって、紫外線感受性株TN－Bl　－2を得た。
　ハイグロマイシンBに対するスポットテストとサザンハイブリダイゼーションの結
果より、ncRAD　I　O破壊株TN－B1－2株は、　RIP誘発時に導入した外来遺伝子pYK10－
T（ncRAD　70遺伝子の一部、ハイグロマイシンB耐性遺伝子）が残存していたため、野
性株との戻し交雑により外来遺伝子の除去を行い、TNK－CT－20A株およびTNK－CT－1a
株を得た。戻し交雑時に再度RIPが生じた可能性があったため、　ncRAD　70遺伝子領
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域の塩基配列を調べたところ、点突然変異の箇所がncRAD　I　O破壊株に生じていた位
置よりもさらに増加していた。その結果75箇所のアミノ酸が置換されており、N末
端側26番目のアミノ酸にナンセンス変異が生じており、ncRAD　l　O破壊株の機能は不
活性化していると考えられた。
2－3－3　mus－44変異株の変異原感受性
　ncRAD　70変異株の紫外線および環境変異原（4NQO，　MMS，　MNNG，　CPT，　HU，　BLM）
に対する感受性をスポットテストにより調べた（Fig．2－2A）。4NQO（4－nitroquinoline
1－oxide）は、　DNA内の塩基に嵩高い付加物を生じ、　DNA二重らせんに歪みを生じさ
せる変異原であり、紫外線による損傷と同様にNER経路により修復されることが知ら
れている。MMS（methy’methane　sulphonatθ）とMNNG（N－methyl－N’－nitro－N－
nitrosoguanidine）は、塩基にアルキル基を付加する変異原でり、1本鎖切断も生じ
る。CTP（Camptothecin）はトポイソメラーゼ1阻害剤でDNA一本鎖切断を誘発し、
HU（hydroxy－urea）は複製阻害剤、　BLM（bleomycin）は、　DNAに二本鎖切断を生
じる変異原である。ncRAD　I　O変異株は、紫外線と4NQOに対して感受性を示したが、
その他の変異原（MMS，　MNNG，　CPT，　HU，　BLM）に対しては顕著な感受性を示さなかっ
た。この変異原感受性のパターンは、NER変異株であるmus－38変異株と同様の感受
性パターンを示すことが明らかとなった。ncRAD　I　O遺伝子変異株が、紫外線と4NQO
に対して感受性を示したので、アカパンカビの命名法に従って、ncRAD　I　O遺伝子を
mus－44（MUtagen　Sensitive）遺伝子と改名した。
　mUS－44変異株の紫外線に対する感受性はさらに詳細に調べるため、生存曲線を作
成した（Fig．2－2B）。　mus－44変異株は野生株に比べて紫外線に対する感受性が高く、
照射量50J／m2で野生株と顕著な差がみられ、250J／m2において196以下の生存率で
あった（Fig．2－2B）。また既に解析されていたNER変異株であるmus－－38変異株と
同程度の紫外線感受性を示した。紫外線に対し感受性を示すことから、紫外線により
主に誘起されるCPDs、6－4PPsのDNA損傷を除去する修復系に関与する遺伝子であ
ることが予想された。また、ヒトや出芽酵母では、XPF－ERCC1、　Rad1－Rad　10タンパ
ク質は複合体を形成し、ヌクレアーゼとして機能していることが報告されていること
から、ncRAD　70であるmus－44は、ヒトXPF，出芽酵母Rad1に相同なmus－38遺伝
子産物と複合体を形成することが予想され、紫外線に対する感受性も同程度であると
考えられた。
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Fig．2－2．　mus－44変異株の変異原に対する感受性と紫外線に対する生存率
（A）mus－44変異株は紫外線、4NQOに感受性がみられたが、その他の変異原には感受性を示さなか
った。すでに解析されているNER変異株mus－38と同様な表現型であることが明らかになった。
（B）mus－44変異株は野生株よりも顕著な感受性を示し、これまで解析されていたmus－38変異株に
近い感受性を示した。
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2－3－4　mus－44遺伝子のエピスタシス解析
　mus－44変異株が主要な修復系に関与しているか調べるため、　NER系mus－38、第
二除去修復系mus－78、組換え修復系mei－3、複製後修復系uvs－2の変異株との二重
変異株を作成し、紫外線に対する生存曲線を調べ、mUS－44遺伝子のエピスタシス解
析を行った（Fig．2－3）。
　NER遺伝子としてすでに単離されているmus－38変異株とmus－44変異株は、紫外
線に対する感受性がほとんど同じであった（Fig．2－3A）。　mus－44　mus－38二重変異株
の紫外線に対する生存率は極めてmu5－38変異株の生存率に近く、mus－44はmus－38
と同一の経路、かっ複合体として機能していることが予想された。
　アカパンカビの第二除去修復系mus－78変異株は、　mus－44変異株と同程度の生存
率であるが、mus－44　mus－18二重変異株はそれぞれの単一変異株に比べ、相乗的に
紫外線に対する生存率が減少したことから、アカパンカビの第二除去修復にはmus－44
遺伝子は関与しないことが示唆された（Fig．2－3B）。しかしながら、紫外線に対する
感受性は同程度であることから、修復における重要度は同レベルであることが推測さ
れる。
　組換え修復系mei－3変異株は紫外線に対して野生株よりも若干感受性を示すものの、
アルキル化薬剤であるMMSのような、　DNAのメチル化や、放射線によるDNA二本
鎖切断を主に修復する系である。mus－44　mei－3二重変異株はそれぞれの単一変異株
と比べ、紫外線に対する感受性が相乗的に増加したことから、mUS－44遺伝子は組換
え修復系には関与しないことが示された（Fig．2－3C）。複製後修復系は複製に伴いDNA
損傷を修復する系であり、複製そのものがDNA損傷を解消するのが特徴である。複製
後修復系uvs－2変異株は、紫外線に対してmus－38，　mus－78変異株よりも非常に高い
感受性を示す。これは紫外線損傷を修復する経路だからではなく、紫外線により受け
る損傷が複製そのものに影響を与えるからである。mus－44　uvs－2二重変異株は第二
除去修復系、組換え修復系との二重変異株と同様に、紫外線に対し、それぞれの単一
変異株よりも非常に高い感受性が確認され、mUS－44遺伝子は複製後修復系にも関与
しないことが示された（Fig．2－3D）。
　以上の結果から、mus－44遺伝子はmus－38と同様にNERに関与している事が示さ
れ、第二除去修復、組換え修復、複製後修復には関連がないことを確認した。
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Fig．2－3．　mus－44変異株のエピスタシス解析
（A）NER系mus－38変異株、（B）第二除去修復系mus－78変異株、（C）組換え修復系mei－3
変異株、（D）複製後修復系uvs－2変異株との二璽変異株の紫外線に対する感受性をそれぞれ
調べた。
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2－3－5　mus－44変異株の復帰突然変異頻度の測定
　mus－44変異株の紫外線感受性が、　mus－40，　mus－43変異株よりも高く、　mus－38
変異株と同程度であることを確認した（Fig．2－2B）。　mus－44変異株の紫外線に対する
感受性の相違が突然変異の誘発に与える影響を、pan－2遺伝子座の紫外線誘発復帰突
然変異率で調べた。
　復帰突然変異頻度の測定は、2種類のパントテン酸要求株（pan－2（B36），　pan－2
（OGW1））を用いて行った。　pan－2（B36）は塩基置換型変異を持つのに対して、　pan－2
（OGW1）はフレームシフト型の変異を持っている（Ogawa，　unpublished　data）。これ
ら二つの株とmus－44変異株と交配させて、二重変異株を作製し、紫外線に対する復
帰突然変異頻度を測定した。
　mus－44変異株の突然変異頻度は、塩基置換型、フレームシフト型の両テスターに
おいて、野生株をバックグラウンドにもつ株の突然変異率よりも2～3倍程度高くな
ることが明らかになた（Fig．2－4）。また、　mus－43変異株（第3章で詳しく述べる）
よりも突然変異率が2～3倍高いことが明らかになった。このことから、mUS－44は
突然変異の誘発に関連して、他の修復系にも影響している可能性が示された。
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Fig．2－4．　mus－43，mus－44変異株の復帰突然変異頻度
パントテン酸要求株ρan－2（B36）とpan－2（OGW　1）を用いてmus－43，　mus－44変異株の突然変
異の誘発をみた。
（A）pan－2（B36）はpan－2遺伝子内の塩基置換による変異株である。（B）pan－2（OGW1）はフレ
ームシフト型の変異が導入されている変異株である。mus－43変異株とmus－44変異株は共に
野生株と比べて突然変異頻度が上昇した。mus－44変異株はmus－43変異株よりも突然変異を
誘発することから、他の修復系にも関与する可能性も考えられる。
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第3章　アカパンカビncRAD　74遺伝子の解析
3－1　緒言
　出芽酵母のNER関連遺伝子であるRAD74がコードするRadl　4タンパク質は、　NER
のGGRとTCRの損傷認識後に損傷DNAに結合し、続いて損傷ヌクレオチドの切除が
行われる。ヒトのXPAタンパク質と出芽酵母のRadl　4タンパク質はDNAに結合する
タンパク質にみられるZinc　fingerモチーフがアミノ酸配列中に確認されており、　NER
における重要なタンパク質であることが報告されている［Hess，1998］。
　ヒトのXPAタンパク質は全長273残基より構成されているが、　Zinc　fingerモチー
フを含む中央ドメイン（Met98－Phe219，122残基）は損傷DNAに選択的に結合し、ま
た遺伝子複製にも関与するタンパク質RPA（replication　protein　A）との結合能を有す
る最小ドメインであることがすでに報告されている［Kuraoka，1996］。出芽酵母にお
いてもRPAに相同な遺伝子RFAがすでに単離されており、アカパンカビにおいても
RFA1，RFA2，RFA3が存在する。
　ヒトXPA、出芽酵母RAD　74変異体は損傷ヌクレオチドの切除を行う過程で重要な
因子であり、紫外線に対する感受性が高い。アカパンカビにおいて、ヒト．）（IPA、出芽
酵母RAD　14に相同な遺伝子破壊株を作成し、　NERに与える影響を解析することを目
的とした。
25
3－2　材料と方法
［使用菌株とベクター］
　本実験で使用したアカパンカビの株とその遺伝子型をTable　3－1に示した。アカパ
ンカビ野生株として、Cl－T10－37AとC1－T10－28aをそれぞれ使用した［Tamaru　and
lnoue，1989］。　mus－38変異株（CZ－272－16A，　CZ－272－5a）、mus－78変異株
（C2－T40－9A）、mei－3変異株（FGSC2764A）、uvs－2変異株（74－OR244－3A）、
ρan－2変異株（FGSC4105A，　C2－S2－8A）は、埼玉大学遺伝学研究室より頂いた。プ
ラスミド構築に使用した大腸菌の株とその遺伝子型をTable　3－2に示した。　PCR増幅
DNA断片のクローニングにはpT7Blu♂（Novagen）を使用し、アカパンカビの形質転
換にはpCB1003をベクターとして用いた。　pCBIOO3プラスミドには、アカパンカ
ビ細胞内で機能する選択マーカーとしてハイグロマイシンB耐性遺伝子（hygB「）が挿入
されている。pMl1　4・－TはpCBIOO3からEcoR　1により切り出した約1．5kbpのハイ
グロマイシンB耐性遺伝子（hygB「）断片をpMll　4に挿入して作製した。アカパンカビ
ゲノムライブラリー（pMOcosX）［Orbach　and　Sachs，1991］は、　FGSC（Fungal
Genetics　Stock　Center）より入手した。
Table　3－1．Strains　of〈Lcrassa　used　in　this　study
Strain　number Genotype Source／reference
C1－T10－37A
C1－T10－28a
FGSC4105A
C2－S2－8a
CZ－272－16A
CZ－272－5a
C2－T40－9A
74－OR244－3A
FGSC2764A
MST－CT－1A
MST－CT－1a
MST－B36－3A
MST－OGW－14a
MST－me3－3A
MST－m18－2a
MST－m38－8A
MST－u2－5A
a
Ap∂η一2　（B36）
∂ρaη一2（OGW1）
A　mus－38
a　mus－38
A∂i－2　P∂η一2co亡一7　mus－78A
Aal－2　pan－2　cot－7UVS－2
A　mei－3
、4・mus．43　RIρ
∂mus．43　Rtp
Amus－43尺’ρρ∂η一2　（B36）
∂mus－43　RIPρaη一2（OGW　1）
A　mei．3　mus．43　RIP
Amus－78mレs－43　RIρρ∂η一2
A　mus－38　mus－43　RIP
、4　uvs．2　mus．43　Rip
Tamaru　and　lnoue（1989）
Tamaru　and　lnoue（1989）
FGSC
Kawabata　et　al，（2008）
lshii　et　al．（1998）
lshii　et　al．（1998）
lshii　et　al．（1991）
De　Serres　et　al．（1980）
FGSC
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
FGSC，　Fungal　Genetic　Stock　Center
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Table　3－2．　Strains　of　E．　co〃　used　in　this　study
Strain　number Genotype
E．co〃JM109
E．co〃　DH5α
recA　1，　endA　7，　gyr496，　tカ∫一”sdR　77↓rピmκつ，
θ74－　〔mc〃4り，　5UρE44，　reIA　7，　　4　　〔1∂C寸）roメkB）／F’
〔亡raD36，ρroA8＋，’ac　lq，／acZ△　M　75〕
F－，　　φ　80d∫∂cZ　4　∧イ75，　　4　‘lacZYA－argF戊θ769，
deo鳥　recメ17，　eηdA　7，わsdハ？77（rκ≡　mκ＋戊，　phoA，
5レρε44，　、λ　っ亡ん1－7，gyrA　96，ノre〃11
［培養］
　アカパンカビの培養には、VM培地（1×Vogel最少培地，1．2％（w／v）　ショ糖）
を使用し、寒天培地には1．2％（w／v）寒天を加えた［Vogel，1964］。ハイグロマイ
シンB耐性の形質転換体の選抜には、最終濃度500μg／mlのハイグロマイシンB
を培地に加えて行った。アカパンカビの分生子形成は、グリセロール完全培地（1×
Vogel最少培地，1％（v／v）グリセロール，02596（w／v）yeast　extract，0．1％
（w／v）カザミノ酸，0．5％（w／v）malt　extract，1％（v／v）ビタミンストック溶
液，1．2％（w／v）寒天）を用いて、1週間培養することで行った。アカパンカビの交
配は、SC培地（1×Westergaards’合成培地，1．2％（w／v）ショ糖，1．20／o（w／v）
寒天）を用いて行った。アカパンカビのコロニー形成には、コロニー形成培地（1×Vogel
最少培地，0．296（w／v）ショ糖，1％（w／v）ソルボース，1．296（w／v）寒天）を
用いて行った。基本培地の成分は、Table　3－3にまとめた。
　大腸菌の培養には、LB培地（1％（w／v）バクトトリプトン，0．5％（w／v）酵母
エキス，1％（w／v）塩化ナトリウム）を使用し、寒天培地には1．2％（w／v）寒天
を加えた。アンピシリン耐性の選抜には、アンピシリンを最終濃度50μg／mlになる
ように加えて行った。
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Table　3－3．　Mediums　used　in　this　study
50×Vogel’s　K少培地（1000ml中）
　　　　　　　Na3C6H507・2H20
　　　　　　　KH2PO4
　　　　　　　KH4NO3
　　　　　　　MgSO4・7H20
　　　　　　　CaCl2・2H20
　　　　　　　　ピオチン水溶液
　　　　　　　Vogel’s微量元素液
1259
2509
1009
109
　59
25ml
　sml
Vogel’s微量元素液（100ml中）
　　　　　　　C6H807・2H20
　　　　　　　ZnSO，・7H20
　　　　　　　Fe　（NH，）2　（SO4）2・6H20
　　　　　　　CuSO4・5H20
　　　　　　　MgSO，・H20
　　　　　　　H3BO3
　　　　　　　NaMoOピ2H20
ピオチン水溶液（1000ml中）
　　　　　　　Biotin
ビタミンストック溶液（100ml中）
　　　　　　　サイアミン（ビタミンB1）
　　　　　　　リポフラビン（ビタミンB2）
　　　　　　　ピリドキシン（ビタミンB6）
　　　　　　　パントテン酸カルシウム
　　　　　　　パラアミノ安息香酸
　　　　　　　ニコチン酸アミド
　　　　　　　塩酸コリン
　　　　　　　葉酸
　　　　　　　イノシトール
　59
　59
　　19
0．259
0．059
0．059
0．05g
40mg
10mg
　5mg
　smg
50mg
　5mg
　5mg
lOOmg
　lmg
100mg
10×Westergaards’合成培地（1000ml中）
　　　　　　　KNO3
　　　　　　　KH2PO4
　　　　　　　MnSO4・7H20
　　　　　　　NaCl
　　　　　　　CaC12
　　　　　　　Vogel’s微fi元素液
　　　　　　　　ビオチン水溶液
109
109
　59
　19
1．39
10ml
10ml
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［DNA操作］
（i）　基本的な遺伝子工学的手法
　プラスミドDNAの少量調整などの基本的な遺伝子工学的手法は、　Sambrookらに
よる方法［Sambrook　et　al．，1989］に従った。大腸菌の形質転換は、　Perbalの実験書
［Perbal，1988］に従った。コンピテント細胞作製には、　JM109株、　DH5α株を使用
した。精製したDNAの確認はアガロース電気泳動により行なった。
（ii）サザンハイブリダイゼーション
　アガロースゲルからメンブレンへDNAを移行するために、キャピラリートランスフ
ァーまたはVacuGeneTM　b｜otting　system（Pharmasia）を使用した。メンブレンは、
Hybond－N＋（Amersham　Pharmacia　Biotech）を用いた。　DIGによるプローブの標識法
として、ランダムプライム法を用いた。ランダムプライム法には、DIGハイプライム（ロ
シュ・ダイアグノスティックス社）を使用した。メンブレンとプレハイブリダイゼーシ
ョン溶液を耐熱性のタッパーに入れ、68℃で2～3時間プレハイブリダイゼーション
を行った。その後、熱変性させた標識プローブをタッパーに加え、15時間以上68℃
で保温した。
　ハイブリダイゼーション後の検出は、基質としてNBT（ニトロブルーテトラゾリウ
ムクロライド）とBCIP（5一プロモー4一クロロー3一インドリルーリン酸）を用いた発色反応
により行なった。まず、メンブレンを室温でNo．1洗浄液（2×SSC、0．10／o　SDS）で5
分間、2回洗浄し、次に68℃でNo．2洗浄液（0．1×SSC、0．1％SDS）で15分間、2
回洗浄した後、Wash　Buffer［0．3％Tween－20°P　in　Bufferl（0．IMマレイン酸、0．15M
NaCl；pH7．5）］で1分間洗浄した。その後、　Blocking　Buffer（1％Blocking　stock
solution　in　Buffer1）で30分間インキュベーションした後、20mlの希釈抗体溶液
（150mU　AP標識抗ジゴキシゲニン抗体、　Fabフラグメント／ml　Buffer）で30分間イ
ンキュベーションした。次に、Wash　Bufferで15分間、2回洗浄した後、メンブレ
ンを検出Buffer（1　OOmM　Tris－HCI、1　OOmM　NaCl、50mM　MgCl2；pH9．5）で2分間平
衡化した。そして、暗冷下で、10mlの発色溶液（200μl　NBT／BCIP溶液／1　Oml検出
Buffer）と共にメンブレンをインキュベーションし、発色反応させて検出した。
（iii）　PCR
　PCR法によるncRAD　70遺伝子断片の増幅には、　Taq　polymeraseを用いた。0．2ml
のマイクロチューブに、鋳型DNA（0．05μ9）、　プライマー（0．5μM）、　5μ1の
10×緩衝液、5μ1の25mM塩化マグネシウム溶液、1μ1のTaq　polymeraseを加
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えて、水（D．W．）で50μ1になるようにした。　PCR反応は、94℃1分間（変性）、57℃
1分間（アニーリング）、72℃1分間（DNAの伸長）を1サイクルとして30回繰
り返した。すべてのプライマーの合成と精製は、日本バイオサービス社に依頼した。
（iv）DNA塩基配列の決定
　DNA断片は、　ALFexpressTM　AutoCycleTM　Sequencing　Kit（Amersham　Pharmacia
Biotech）を用いて伸長反応を行ない、塩基配列自動決定装置ALFexpressシークエン
サー（Amersham　Pharmacia　Biotech）によって、塩基配列を決定した。決定された
DNA断片の塩基配列はGENETYx－WIN／ATSQ（ソフトウェア開発）により解析を行な
った。
［遺伝子の不活化］
　RIP（Repeat－induced　point　mutations）　［Selker，1990］を利用して、目的とする
遺伝子の不活化を行なった。まず、不活化させる遺伝子の一部分のDNA断片（ncRAD　14
の約700bpの断片）をPCRにより増幅し、　pT7Blueベクター（Novagen）へ挿入して
pMl14を作成した。　pCBIOO3ベクターからεco用処理により切り出したハイグロマ
イシンB遺伝子をpMl　1　4プラスミドにのEcoRlサイトに導入してpM114－Tプラスミ
ド作成した。
　このpMl　1　4－・Tプラスミドを使用して、アカパンカビ野生株（Cl　－Tl　O－37　A）を形質転
換した。次に、ハイグロマイシンB抵抗性の形質転換体を単離し、これを交配型の異
なる野生株（Cl　－Tl　O－28a）と交雑することによってRIPを誘発した。
　RIPによる点突然変異生成の確認は、交雑によって生じた子嚢胞子を単離しDNAを
抽出し、このDNAに含まれるncRAD　14遺伝子の制限酵素認識部位が野生株と比較し
て変化しているかどうかを指標として行なった。回収したゲノムDNAと野生株のゲノ
ムDNAそれぞれを鋳型とし、　RIPによる遺伝子の不活性化のための遺伝子断片の単離
に用いたプライマーを使い、PCRを行なった。増幅した遺伝子断片を制限酵素で処理
し、電気泳動を行なった。増幅した遺伝子断片を任意の制限酵素で処理した後、電気
泳動を行なった。これにより検出されるDNA断片パターンが野生株と異なる制限酵素
を確認した。RIPによる点突然変異生成を確認するため、　PCRによって増幅させた遺
伝子断片の塩基配列を決定し、点突然変異を生じた子孫株をRAD　14ホモログ遺伝子
破壊株、ncRAD　14変異株として以後の実験に用いた。
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［アカパンカビの形質転換］
　アカパンカビの形質転換は、VollmerとYanofskyの方法［Vollmer　and　Yanofsky，
1986］及びTomitaらの方法［Tomita　et　al．，1993］をもとに行なった。
　分生子の発芽を確認した後、1MSorbitol溶液で洗浄・遠心した。ペレット状にし
た分生子を、1　M　sorbitolで2mg／miに調製したLYSING　ENZYMES　From　Trichoderma
harzianum（SIGMA）2mlに懸濁し、30℃で低速振とうをした。酵素反応開始から約
60分経った後、分生子の一部をサンプリングし、顕微鏡下でサンプルに水を加えるこ
とにより細胞破壊が起きることを調べ、スフェロプラスト化の確認を行なった。その
後スフェロプラストを1　M　sorbitol溶液で2回洗浄し、　CaCI2　sol．．［50mM　CaCl2、1M
sorbitol、50mM　Tris－・HCI（pH8．0）］で洗浄したのち、　CaCl2　sol．1．2ml、　PEG　sol．［40％
PEG4000、50mM　CaCl2、50mM　Tris－HCI（pH8．0）］400μ1加え、スフェロプラスト
溶液とした。スフェロプラスト溶液30～50　pe　1と5μ1ヘパリン溶液（heparin　5mg／ml
in　CaCl2　sol．）、2μ1スペルミジン溶液（50mM　spermidine－3HCI）、3～5μlDNA溶
液を混合し、氷上で30分間静置した後、PEG　sol．300μ1加え、20分間室温で静置
した。その後、溶解して50℃で保温しておいた上層培地と混合し、ハイグロマイシン
B（0．5mg／ml）を含む下層培地上に拡げ、30℃で2日間培養した。
　単離した形質転換体をホモカリオンにするため、分生子を1　mlの滅菌水に懸濁した
のち、ハイグロマイシンBを含むコロニー形成用培地に加え、シャーレ（φ90mm）
に拡げた。30℃で2日間培養した後、ハイグロマイシンB耐性を指標にして、形質転
換された核のみを持つ株を選別し以後の解析に用いた。
［アカパンカビの遺伝学的解析］
　アカパンカビの交雑など遺伝学的解析はDavisとde　Serresの方法［Davis　and　de
Serres，1970］に従って行なった。
［アカパンカビからのゲノムDNAの調整］
　アカパンカビからのゲノムDNAの調整は、　lrelanらの方法［trelan　et　al．，1993］に
従った。30mlの液体培地に少量の菌糸を植え、30℃で2日間振とうした後、培養液
を濾過して菌糸を集めた。この菌糸を液体窒素で瞬間冷凍して、ゲノムDNAの調整に
用いた。DNAは260nmで吸光度を測定して定量した。定量後、サザンハイブリダイ
ゼーションやゲノムDNAを鋳型とするPCRに用いた。
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［スポットテスト］
　アカパンカビの変異原に対する感受性を調べるために、スポットテストを行なった。
培地として、コロニー形成培地を用いた。
　変異原4NQO、　MMSはオートクレープ滅菌後の培地が60℃以下になった時に加え、
一様にシャーレにひろげた。試験する株の分生子を滅菌水に懸濁し、この懸濁液をプ
レート状にひろげた寒天培地上にパスツールピペットを用いてスポットした。28℃で
2日間培養後、菌糸の増殖を調べた。紫外線に対する感受性は、変異原を添加してい
ないプレート上に分生子の懸濁液をスポットした後、75～225J／㎡の紫外線を照射し、
遮光した暗条件下で28℃、2日間培養し、菌糸の増殖を調べた。
［アカパンカビの変異原感受性］
　変異原処理したアカパンカビの生存率の測定は、lnoueとlshiiの方法［lnoue　and
lshii，1984］に従った。
　アカパンカビ分生子を1／15Mリン酸緩衝液［pH7．0］に懸濁し、1×106個／mlの懸
濁液とした。これを9cmシャーレに20mlずつ加え．そこに紫外線を照射した。紫外
線は2．5J／m2．secの強度で照射した。照射後、100μ1採取し希釈した後、1000個
をコロニー形成用寒天培地に混ぜて15cmシャーレにひろげ、30℃で3日間培養し
て現れたコロニーを数え、これをもとに生存率を求めた。
［復帰突然変異頻度の測定］
　突然変異頻度はpan－2遺伝子座の復帰突然変異頻度を指標として測定した。突然変
異頻度のテスター株として使用したpan－2変異株の対立遺伝子B36およびOGW－1
は、それぞれpan－2遺伝子座の異なる部位に塩基置換型とフレームシフト型の突然変
異をもつ株である［Ogawa，　unpublished　data］。これらの株とncRAD　70，ncRAD　14
変異株を交雑し、ncRAD　l　O　pan－2，　ncRAD　74ρ∂η一2二重変異株を作製した。紫外線
照射後の1×107個の分生子をコロニー形成のための培地と混合してシャーレにまい
た。紫外線誘発突然変異頻度は、パントテン酸を含むコントロール培地でのコロニー
数に対するパントテン酸を含まない培地でのコロニー数によって算出した。
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3－3　結果と考察
3－3－1　アカパンカビncR，4D　1　4遺伝子の検索
　出芽酵母RAD74遺伝子のホモログをアカパンカビのゲノムプロジェクトデータベー
スWhitehead　lnstitute　for　Biomedical　Research（http：／／wwvv．broad．mit．edu／
　annotation／genome／neurospora／Home．htm1）を利用して検索を行った結果、出
芽酵母Rad14に320／o、　human　XPAと38％の相同性を示すタンパク質をコードする
遺伝子NCU8742．3が存在した。出芽酵母Radl4，ヒトXPAのアミノ酸配列を用いて
アカパンカビゲノムデータベース検索した結果、Evalueが一1乗以上のタンパク質はN
CU8742．3以外には存在せず、出芽酵母Rad14ホモログとして、この遺伝子をアカパ
ンカビncR　4D　14と命名した。
　ncRAD　74遺伝子は、データベースのデータより第Il連鎖群左側に位置することが
判明した。この領域には、DNA修復関連遺伝子としてはmus－23が存在した。しかし、
この遺伝子はすでにその塩基配列が決定されており、今回明らかにしたncRAD　14遺
伝子とは明らかに異なっており、ncRAD　74遺伝子は新規の修復遺伝子であることが
明らかとなった。ncRAD　14遺伝子中には2つのイントロン（92bpと129bp）が存
在し、イントロンを除いた遺伝子の全長は1527bpであった。塩基配列から予想され
るタンパク質は435アミノ酸残基であり、アミノ酸配列から予想されるタンパク質の
分子量は48kDaであった。
　予想されるncR4D　14遺伝子の塩基配列とアミノ酸配列をFig．3－1Aに示した。こ
の遺伝子がコードするタンパク質のアミノ酸配列を、ヒトXPAおよび出芽酵母Radl　4
タンパク質のアミノ酸配列と比較したところ、中盤以降のzinc　fingerドメインを含む
領域で高い相同性が保存されていた（Fig．3－1B）。この領域は、ヒトや出芽酵母の研
究から、DNA結合に重要な領域であることが知られており、今回発見したNCRADI　4
タンパク質もまたDNA結合タンパク質である可能性が高く、出芽酵母RAD　14遺伝子
の機能的ホモログであると考えた［Friedberg　et　al．，2006］。　ncRAD　14遺伝子にコー
ドされるタンパク質全体では、ヒトXPAタンパク質と38％の相同性があった。
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ATGGAACGGGCGTCCA（TCCTCCAGCTCAAGCGCG（二CGATCAACCCGATCAACAACCGCA　　　60
MERASTPPAQARRSTRSTTA
GCACGTCCACCATCACCACCAACTCCCGCTGCCGACAGGCGT⊂G⊂ATA幽⊂octcc　　12〔〕
ARPPSPPTPAADRRRI
Attcogcc七99cttt（】totccotcgc（】ccaaaatc⊂ttooo（】oooclooogotooctoocc　　180
aatcctccacg七cca：t！2SS！gGAAGAATCCCGTCI－rCGCGTCAAAGACCTCCG（：ACCCAACG　　24②
　　　　　　　　　　　　　　　　　　EESRLRVKDLRTQR
（：GAAGC（GACCA⊂CGCG⊂CGCCGG（：ATCCCT⊂TCCCCT⊂CGACTCTCT（C（A⊂GCACTGC　　3②②
　EADHRAAGIPLPSDSLPRTA
GTC（二GG（二ATCGCCG（二CA⊂CGATGACATCCAACTAGCCGGCG⊂C（≡⊂CGGTCGCGCGGCGGC　　36②
　SGIAATDDIQLAGAAGRAAA
GG（GGCCT（：TCGCAAG（GTC（二GTTCACCTCGAT（二TCGCGAAATGACGTACCGGCTAGTAA　　42②
　AASRKRPFTSISRNDVPASN
⊂CGGGACGCTCG⊂ACGGCGACAGGGA（（AATGA（AGAAAAGATGGCAACAA（GGCAA（二GG　　48②
　RDARTATGTNDRKDGNNGNG
CAACGGCGA（GCAGGGGGAAGC丁TGCC⊂⊂CCAT（：TCGCG（：AAGTT（二ACTAAATACGTCGA　　54e
　NGDAGGSLPPISRKFTKYVD
CTACAAC’TTrAGCGCCATGACGGACAC⊂AAGGGCGGGTT⊂CTGTCGTTGGAAGATGATCC　　60②
　YNFSAMTDTKGGFLSLEDDP
GTTCAACAAGCACTTGTCCGTTCCCACGAAGCCGGGA（：AGCCAGAACAAGAACAAAAGCC　　66②
　FNKHLsvPTKPGQpEQEQKP
GGCGiSASIAZSGiALSSiSliSl［！｝gG　GGAGTGGGAGCGGATGCAGrrGATAAGGAAGCTGCAGCGGAC　72②
　AHMTAAEwERMQLIRKLQRT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（To　be　continued）
　　　　　　　　　　Ftg．3－1AアカパンカビncRAD14　M伝子の塩基配列とアミノ酸配列
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TAAAG（：CGGGCCGTACGAGCCGGGATTGAGTGTGCTGA（二GGATAATAAGGAGACGAAGAA　　780
　KAGPYEPGLSVLTDNKETKK
GTGCA（≡AGAGTGTGGGAGTCTGGAAATCGACTTTGTGTGGGCAGAGACGTTTGGGTGCGC　　84②
　CRECGSLEIDFVWAETFGCA
CGTGTGTGGCAAGTGTAAGGAGCGGTTCCCGGAGAAGTACAGTTTGTTGAC⊂AAGACGGA　　9②O
　VCGKCKERFPEKYSLLTKTE
GGCGAAGGAGGATTATTTGTTGACTGATCg±≦座ttttttttttttttttttttttttt　　960
　AKEDYLLTDP
tttttttc七t⊂ttttcttccc七gcttggttgcttgcgtgctcctgctttactgcctgctc　l②2②
catgatgatacgagttgSc！1ggggt　ctggtttgctgas迎gca　CTGAACTCAAAGACCC（二GAACTC　1②8②
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　L　K　D　P　E　L
CTCCCT（ACCTCTCCAAAC（二GAACC（GCACAAAT（（（ACTGGCA⊂GACATGATGCTCTTT　114②
LPHLSKPNPHKSHWHDMMLF
CTACGATA（CAGGTCGAGGAATATGCGTT⊂AATGTCAAGTGGGGGTCGGCGGAGGCTCTG　120②
LRYQvEEYAFNvKwGSAEAL
GATGCC（≡AGTTTGAGAAGCGTGAGCAGGA⊂AAGAAGAGAAGGAAGGAGGCCAAGTTCAAG　126②
DAEFEKREqDKKRRKEAKFK
GAGAAGrTGCrTGACTTGAAGAGGAAGACAAGGACAGAGGCG’TTrAGAAGGAA（：ACGGGC　132②
EKLLDLKRKTRTEAFRRNTG
－GGGGAGATGGTGGTGGTGGTGATGGTAG爪WAGGGAGG　138②KLGGIAGGDGGGGDGSSIGR
AGAGGAAAAGCGACCAAGITTGGGGATACGATCAATAATGGGGGGAAGCATGTCCAT（≡AA　144②
RGKATKF（≡DTINNGGKHVHE　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（To　be　continued）
　　　　　　　　　　Fig．3・・IA　アカパンカビncRADI4遺伝子の塩基配列とアミノ酸配列
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TGGGGGAGGACGGTTGAGAATGAGGAGGGGATGACGGTCAAGACGTGTACGA（：TTGTGGG　15②②
WGRTVENEEGMTVKTCTTCG
ATGGAGGTTGAGGAGTTGGAGTTτTAG　1527
MEVEELEF＊
Fig．3－1A　アカパンカビncRAD14　M伝子の塩基配列とアミノ酸配列
　アカパンカピゲノムデータベースより、出芽酵母RAD14タンパク質に相同性を持つNCUO8742．3が存在
した。この遺伝子は全畏1527塩基、435アミノ酸からなるタンパク質をコードすることが予測され、遺
伝子中にイントロンが2箇所含まれていた。上図の小文字はイントロンを、青線はイントロンのコンセン
サス配列を、青矢印は設計したプライマーの位置を示した。赤文字のCはzinc　fingerモチーフで保存さ
れているシステインを示した。
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CLUSTAL　W（1．83）multiple　sequence　alignment
ncRAO14
humanXPA
scRad14
MERAsTPPAQARRsTRsTTAARPPsPPTPAADRRRIEEsRLRvKDLRTQREADHRAAGIP
－一一一・一一一一 lAAADGALPEAAALEQPAE　LPASVRASIERKRQRALMLRQARLAAR－一一一一一
一一一一一 lTPEQKAKLEANRKNAIERLRKRGILSSDQLNRIEsRNEPLK↑RPLAvTSGSN－一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　　　　　　　　　　　　　　　　・・　　　　　巾　　　　卓’　　　　　＊
ncRAD14
humanXPA
scRad14
LPsDSLPRTAsGIAATDDIQLAGAAGRAAAAASRKRPFTSISRNDvPASNRDARTATGTN
－一一一一一 oYSATAAAATGGMANVKAAP－一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
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Fig．3－1BNCRAD14のアミノ酸配列の比較
アカパンカビNCRADI4とヒトXPA、出芽酵母scRadl　4とのアミノ酸配列を比較した。
NCRAD14はヒトXPAと38％、出芽酵母と32％の相同性があった。
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3－3－2　RIPによるncRAD14遺伝子破壊株の作製・解析
　アカパンカビゲノムデータベースから入手したncRAD　14遺伝子の塩基配列を基に
ncRAD　14遺伝子の内部にプライマー　ncRAD　74－F（5－CCT　GCT　ATC　CCG　CCC　AAC　T－
3）とncRAD　74－R（5－CAC　ATG　ACG　GCT　GCG　GAG　T－3）を設計した。この2種のプ
ライマーとアカパンカビゲノムDNAを鋳型としてPCRを行なった結果、約700bp
の断片が増幅された。この増幅した断片をpT7Blue⑧にクローニングし、プラスミド
pMll4を作製した。クローニングしたPCR増幅断片の塩基配列を決定した結果、アカ
パンカビゲノムデータベース上のncRAD　14遺伝子の塩基配列と同じであり、　PCRに
よりクローニングした断片がncRAD　14遺伝子断片を含むことを確認した。
　ncRAD　14遺伝子の解析にあたり、減数分裂時に核内の重複した配列部分にG：C→A：T
の点突然変異をランダムに誘発するRIP（Repeat－lnduced　Point　mutations）を利用し
てncRAD　74遺伝子破壊株の作製を行った［Selker，1990］。
　ncRAD　14遺伝子破壊株を得るために、まずncRAD　14遺伝子を重複して保持する
形質転換体の作製を行った。pCB1003遺伝子からハイグロマイシンB耐性遺伝子を
含むEcoR　l断片を切り出し、　pM114プラスミドのEcoR　1サイトに導入し、　pMl14－T
を作製した。
　このpMl1　4－Tをアカパンカビ野生株（Cl－TlO－37A）に導入し、抗生物質ハイグロマ
イシンB耐性を示す形質転換体を単離した。アカパンカビは一つの細胞内に複数の核
を持つため、シングルコロニー単離を数回繰り返しpMll4－Tが導入されている形質転
換体をホモカリオン化し交雑に用いた。
　作製した形質転換体を野生株（C1　－Tl　O－2　8a）と交雑させることで、　RIPによる遺
伝子破壊を行った。得られた子孫株をスポットテストによる紫外線感受性を調べた結
果、紫外線に感受性を示す株を3株得（MS－1－14，1　6，26）得た。一番顕著な感受性が
確認出来た株（MS－1－14）をncRAD　74遺伝子破壊株の候補として以後の実験に用いた。
　ncRAD　14遺伝子内にRIPによる点突然変異が生じているかをRFLPにより確認し
たが、有意な差を確認できなかったため、ncRAD　14遺伝子内の塩基配列を決定して
調べた。
　紫外線感受性株（MS－1－14）のncRAD　14遺伝子の塩基配列を調べた結果、野生株と
比較してスタートコドンのATGのAから数えて724番目のグアニンがアデニンに置
換されたのを始め、計6箇所でシトシンからチミンへの置換による点突然変異を確認
した。よって、これらの塩基置換により212番目のアラニンがトレオニンへ置換され
たのを始め、302番目のグルタミンが終止コドンになることが予想された（Fig．3－2）。
また、紫外線感受性株（MS－1－14）にncRAD　14遺伝子を持つゲノムライブラリーを形
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質移入させたところ、紫外線感受性が相補された。以上より紫外線感受性株（MS－1－14）
をncRAD　14破壊株とした。
ncRAD14　M伝子座内における塩基置換部位
　Y
700
▼vv
’塩基置換部位
nc舩D14
NCRAD14
724
AAAGCCGGGC〔GTACGAG・　・
AAAAC⊂GGG⊂⊂GTA⊂GAG・　・
　212
LysA「（▲GlyProTyrGlu　’　・
Lys　l　hrGlyProTyrGlu　・　・
1000
　　　1110　　　　　　11Z②　　　　　　1130　　　　　　　　　　　　　　　115∈｝
WT　　　　　　　AACCCGCA⊂AAAT〔（〔A（TGG〔A〔GA（ATGATG　…　　　　〔AG…
ncl～AD14　　　AA〔〔（G了ATAAAT丁〔CA〔TGGτACGATATGATG　　…　　　　TAG●　・　・
　　　　　　　297　　　299　　　　　30Z　　　　　　　　　　　　　　311
WT　　　　　　　　AsnProμ1sLysSerHts丁rp汁・，　sAsc輪tMet　　’　”C・li」°　”
NCRAD14　　　AsnPr℃TyrLysPheHisTrpT叱r1AspMet輪t　”　 ・　＊
Fig．3－2．　ncRAD74遺伝子破壊株の塩基配列の決定
ncRAD　14遺伝子破壊株と野生株の塩基配列を比較した。　GからA、　CからTへの塩基の置
換は、Rtpにより起こる突然変異の傾向である。これらの塩基の置換により、212番目の
アミノ酸がAlaからThrへ移行されたのを始め、311番目のGluが終止コドンになることが
予測された。
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サザンハイブリダイゼーションとスポットテストによって形質転換時に導入したハイ
グロマイシンB耐性遺伝子、およびncRAD　74遺伝子断片が紫外線感受性株（MS－1－14）
に残存しているかを確認した結果、MS－1　－1　4株にはハイグロマイシンB耐性遺伝子と
ncRAD14遺伝子の一部が残存していることが明らかとなった。そのため、野生株と
戻し交雑を行った。得られた子孫株43株中9株が紫外線感受性株であり、その子孫
株MST－・CT－IA株では遺伝子重複株を作る際の形質転換マーカーとして用いたハイグ
ロマイシンB耐性遺伝子を含んでいないことを確認した。以後の実験ではMST－CT－1A
株をncll4D　14遺伝子破壊株として用いた。
3－3－3　mus－43変異株の変異原感受性
　スポットテストによりncRAD　14変異株が紫外線に対して感受性を示したことから、
他の変異原に対する感受性をスポットテストにより調べた。その結果、4NQO（4－
nitroquinoline　1　－oxide）に対して強い感受性を示したが、　DNAのメチル化を誘発する
アルキル化剤MNNG（N－methyl－N’・－nitro－N－nitrosoguanidine）、MMS（methy
methanesulphonate）に対しては感受性を示さず、またトポイソメラーゼ1阻害剤で
あるCPT（camptothecine）、複製を停止させるHU（hydroxy　urea）、　DNA二本鎖切
断を誘発するBLM（bleomycin）に対しても顕著な感受性は確認されなかった。紫外線、
4NQO以外の変異原では顕著な感受性は確認されなかったことから、　DNA二重らせ
んに歪みを生じる損傷だけを修復する遺伝子に関与している事が示された（Fig．3－3A）。
また、この変異原感受性のパターンは、すでに解析が行われているNER遺伝子である
mus－38遺伝子の変異株の感受性パターンと同じであった。　ncRAD　14遺伝子変異株
が、紫外線と4NQOに対して感受性を示したので、アカパンカビの命名法に従って、
ncRAD　74遺伝子をmus－43（MUtagen　Sensitive）遺伝子と改名した。
　mus－43変異株の紫外線に対する感受性を詳細に調べるため、生存曲線を作成した。
コントロールとした野生株と比べ、mus－43変異株の紫外線に対する感受性は
400J／m2で約0．3％であり、野生株（400J／m2：2．2596）と顕著な差を確認したが、こ
れまでにNER変異株として同定されているmus－38変異株よりも感受性が低かった
（Fig．3－3B）。しかしながらmus－43変異株の感受性は既に同定されている出芽酵母
尺∂d2ホモログであるmus－40変異株と同じような感受性を示した。
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Fig．3－3．　mus－43変異株の変異原に対する感受性と紫外線に対する生存率
（A）mus－43変異株の変異原に対する感受性
mus－43変異株は紫外線、4NQOに感受性がみられたが、その他の変異原には感受性を示さなかった。す
でに解析されているNER変異株mus－38と同様な表現型であることが明らかになった。
（B）mus－43変異株の紫外線に対する生存率
mus－43変異株は野生株よりも顕著な感受性を示したが、これまで解析されていたmus－38変異株よりも
紫外線に対する感受性は低く、mus－40変異株に近い感受性を示した。
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3－3－4　mus－43におけるエピスタシス解析
　mus－－43変異株が紫外線に対し感受性を示したが、どの修復系に属する遺伝子かを
さらに詳細に調べるため、NER系mus－38変異株、第二除去修復系mus－18変異株、
組換え修復系mei－3変異株、複製後修復系uvs－2変異株と掛け合わせで二重変異株を
作成し、二重変異株と親株の紫外線に対する感受性を比較した（Fig．　3－4）。
　NER変異株であるmus－38変異株とmus－43変異株との二重変異株mus－43　mus－
38では、紫外線に対する感受性は、親株であるmus－38変異株よりもmus－43変異
株の感受性に似た結果を示した（Fig．3・・4A）。しかしながら、　mus－43　mus－38二重変
異株が親株と比較して、紫外線に対し、相加的・相乗的な感受性を示さなかったこと
からmus－38遺伝子とmus－43遺伝子は同じ修復系で作用していることが推測された。
第二除去修復mus－78変異株はmus－43変異株よりも紫外線に対する感受性は高く、
NER　mus・・38変異株と同程度の感受性である。　mus・・43　mus　18二重変異株では、そ
れぞれの親株である単一変異株に比べ紫外線に対して相乗的な感受性の増加を示した
（Fig．3－4B）。複製後修復系uvs－2はultra　vio／e　t　sensitive－2の略称であり、紫外線
に対し極めて高い感受性を示す。mus－43変異株はuvs－2変異株よりも紫外線に対す
る感受性は低いが、mus－43　uvs－2二重変異株は、　uvs－2変異株の感受性よりも高く
なり、mus－43、　uvs－2遺伝子は他経路で働くことが推測された（Fig．3－4C）。組換え
修復系mei－3変異株は、紫外線に対し野生株と同様に、ほとんど感受性を示さない（Fig．
3－4D）。しかしながら、　mus－43　mei－3二重変異株は紫外線に対し、　mus－43変異株
よりも相加的な感受性を示した。
　以上の結果より、mus－43遺伝子はmus－38遺伝子と同じNER系に属する遺伝子で
あることが明らかとなった。
3－3－5　mus－43変異株の復帰突然変異頻度の測定
　mus－43変異株の紫外線感受性が、　mus－38，　mus－44変異株よりも低く、　mus－40
変異株と同程度であることを確認した（Fig．3－3B）。　mus－43変異株の紫外線に対する
感受性の相違が突然変異の誘発に与える影響を、ρan－2遺伝子座の紫外線誘発復帰突
然変異率で調べた。
　復帰突然変異頻度の測定は、2種類のパントテン酸要求株（ρan－2（B36），ρ∂n－2
（OGW1））を用いて行った。　pan－2（B36）は塩基置換型変異を持っのに対して、　pan－2
（OGW1）はフレームシフト型の変異を持つっている（Ogawa，　unpublished　data）。こ
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れら二つの株とmus－43変異株と交配させて二重変異株を作製し、紫外線に対する復
帰突然変異頻度を測定した。
　mus－43変異株の突然変異頻度は、塩基置換型、フレームシフト型の両テスターに
おいて、野生株をバックグラウンドにもつ株の突然変異率よりも2～3倍程度高くな
ることが明らかになった（Fig．3－4）。
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Fig．　3－4．　mus－43変異株のヱピスタシス解析
（A）NER系mus－38変異株、（B）第二除去修復系mus－18変異株、（C）組換え修復系mei－3
変異株、（D）複製後修復系UVS－2変異株との二重変異株の紫外線に対する感受性をそれぞれ
調べた。
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Fig．3－5．　mus－43変異株の復帰突然変異頻度
パントテン酸要求株ρ∂n－2（B36）とρ∂n－2（OGW1）を用いてmus－43、　mus－44変異
株の突然変異の誘発をみた。
（A）pan－2（B36）はρ∂n－2遺伝子内の塩基置換による変異株である。（B）pan－2（OGW1）
はフレームシフト型の変異が導入されている変異株である。
mus－43変異株とmus－44変異株は共に野生株と比べて突然変異頻度が上昇した。
mus－43変異株は野生株よりも突然変異頻度は高いが、　mus－44変異株よりも低いこ
とが明らかになった。
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第4章　アカパンカビncRAD4A，　ncRAD4B，　ncRAD23遺伝子の解析
4－1緒言
　出芽酵母Rad4、　Rad23タンパク質は、ヌクレオチド除去修復において複合体を形
成し、損傷認識に関与していることが知られている［Reynolds　et　al．，1981］。また、
ヒト、分裂酵母（SchiZOS∂ccharomyces　pombe）におけるRAD4のホモログ遺伝子
としてXPC，　rhp4A（rhp41）、rhp4B（rhp42）が単離されており、　RAD23のホモ
ログ遺伝子としてHR23A、　HR23B、　rhp23が単離されている［Bohr　VA　et　al．，1986；
Thomas　et　al．，2002］。　XPC－HR23B、　Rhp4A－Rhp23は、　Rad4－Rad23同様に複合
体を形成し、損傷認識に関与している［Orlando　and　Scharer，2007］。　Rad4、　XPC、
Rhp4A、　Rhp4BはDNA結合ドメインを持っており、　DNA損傷の認識において主要な
役割を果たしていると考えられている［Uchida　et　al．，2002］。また、　Rad23、　HR23A、
HR23B、　rhp23はNER因子としては唯一UBL（ubiquitin　like）、　UBA（ubiquitin
associated）ドメインを持っており、プロテアソームとの相互作用を介して、　Rad4タ
ンパク質の安定性を調節していると考えられている［Wood　et　al．，2000］。　Rad4、　XPC、
Rhp4A、　Rhp4BはDNAに結合する際、正常なDNAと損傷したDNAのどちらにも結
合する。このRad23、　HR23A、　HR23B、　rhp23とプロテアソームの相互作用は、こ
のような正常なDNAへの悪影響を避けるためにある機構であると考えられる［Wood
et　al．，2000］。
　酵母と同じ下等真核生物であるアカパンカビ（NeurOSρora　crassa）においても、
変異原感受性を示す変異体の解析から、これまでにいくつかのNERに関与する遺伝子
が単離されてきた。出芽酵母RAD　1のホモログ遺伝子であるmus－38［Hatakeyama　et
al．，1998］やRAD2のホモログ遺伝子であるmus－40がNERに関わる遺伝子として、
これまでに単離されている。しかし、アカパンカビにおけるNER機構には未だ単離さ
れていない遺伝子が多く、NER機構はまだ不明な点が多い。
　本章では、アカパンカビにおけるヌクレオチド除去修復機構の解析を目指し、出芽
酵母のRAD4、　RAD23のホモログ遺伝子であるアカパンカビncRAD4A、　ncRAD4B、
ncRAD23遺伝子の機能解析を行うことを目的とした。
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4－2　材料と方法
［使用菌株とベクター］
　本実験で使用したアカパンカビの株とその遺伝子型をTable　4－1に示した。アカパ
ンカビ野生株として、Cl－TlO－37AとCl　－Tl　O－2　8aをそれぞれ使用した［Tamaru　and
lnoue，1989］。　mus－38変異株（CZ－272－1　6A，　CZ－272－5a）、mus－　1　8変異株
（C2－－T40－9A）、mei－3変異株（FGSC2764A）、uvs－2変異株（74・－OR244－3A）
は、埼玉大学遺伝学研究室より頂いた。プラスミド構築に使用した大腸菌の株とその
遺伝子型をTabie　4－2に示した。　PCR増幅DNA断片のクローニングにはpT7Blue⑫
（Novagen）を使用し、アカパンカビの形質転換にはpCBIOO3とpBARMTE1をベク
ターとして用いた。pCB1003プラスミドには、アカパンカビ細胞内で機能する選択
マーカーとしてハイグロマイシンB耐性遺伝子（hygB「）が挿入されており、pBARMTEI
プラスミドには、アカパンカビ細胞内で機能する選択マーカーとしてビアラボス耐性
遺伝子が挿入されている。アカパンカビゲノムライブラリー（pMOcosX）［Orbach　and
Sachs，1991］は、　FGSC（Fungal　Genetics　Stock　Center）より入手した。
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Table　4－1．Strains　of～．cra5sa　used　in　this　study
Strain　number Genotype Source／reference
C1－T　10－37A
C1－TIO－28a
FGSC4105A
C2－S2－8a
CZ－272－16A
CZ－272－5a
C2－T40－9A
74－OR244－3A
FGSC2764A
MA－H－4A
C2－MA－4A
CZ－HO－4B
T2－HO－4B
OR－HO－4B
l－To－23
C2－EMI－23
CZ－SA－23
T2－YU－23
0RRI－－23
MA－HO－8
HO－EM－31
MA－EM－31
MA－HO－EM－31
MA－HO－C2－8
MA－EM－C2－27
HO－EM－C2－27
MA－HO－EM－C231
a
／4ρ∂η一2　（B36）
∂ρ∂η一2（OGW1）
Amus－38
∂mus－38
A∂1－2ρ∂η一2cot－7mus－78A
A∂’－2ρ∂η一2cot－7uレtS－2
Amei－3
AncRAD4A
m【ノ5－78ηc尺AD4A
mus－38　ncRAD48
me’3　r】cRAD4B
（ルtS－2　ncRAD4B
ncRAD23　m∂tA
mレ5－78ncRAD23
mus－38　nci～AD23
mej－3ηc尺AD23
uvs－2　nci～AD23
ηd～AO4メ1ηc尺AD4B
nc尺AD4A　nc尺AD23
ncRAD4B　ncRAD23
ncRノ亀D4A　nc尺L4D4Bηc尺メID23
ncRAD4A　ncRAO48　mus－78
ncRAD4Aηc尺AO23　mu5－78
ηc尺AD4B　nc尺AD23　mレ5－78
ncl～AD4A　ncilAD48　ncRAD23　mt／5－78
Tamaru　and　lnoue（1989）
Tamaru　and　lnoue（1989）
FGSC
Kawabata　et　al．（2008）
lshii　et　al．（1998）
1shii　et　al．（1998）
lshii　et　al．（1991）
De　Serres　et　al．（1980）
FGSC
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
FGSC，　Fungal　Genetic　Stock　Center
Table　4－2，Strains　of　E．　co〃　used　in　this　study
Strain　number Genotype
E．coli　JM109
rθcA　7，　eηd47，9）〃FA96，　t胴，カsdR　17（rにmκつ，　e　14一伽crA一戊，
sしtpE44，　reIA　1，　　4　↓ノβc一ρrて）AB戊／F’　〔traO36，　pr（）A8＋，’∂c’q，1∂cZ　△
M75〕
ε．co”　DH5α F－，il　80diacZムM75，　A（1∂cZYA－∂rgF？U169，　deoR，　recA　1，　endA・1，
カ5dR　17（rκ禄mκ＋戊，ρカoA，　suρE44，　，～　っthi－1，　gyr≠196，　retA　1
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［培養］
　アカパンカビの培養には、VM培地（1×Vogel最少培地，1．2％（w／v）　ショ糖）
を使用し、寒天培地には1．2％（w／v）寒天を加えた［Vogel，1964］。ハイグロマイ
シンBとビアラボス耐性の形質転換体の選抜には、最終濃度0．5mg／mlのハイグロ
マイシンBとビアラホスを培地に加えて行った。アカパンカビの分生子形成は、グリ
セロール完全培地（1×Voge1最少培地，1％（v／v）グリセロール，0．25％（w／v）
yeast　extract，0．1％（w／v）カザミノ酸，　O，5％（w／v）malt　extract，1％（v／v）
ビタミンストック溶液，1．2％（w／v）寒天）を用いて、1週間培養することで行った。
アカパンカビの交配は、SC培地（1×Westergaards’合成培地，1．2％（w／v）ショ
糖，1．296（w／v）寒天）を用いて行った。アカパンカビのコロニー形成には、コロ
ニー形成培地（1×Vogel最少培地，0．2％（w／v）ショ糖，1％（w／v）ソルボース，
1．2％（w／v）寒天）を用いて行った。基本培地の成分は、Tab（e　4－3にまとめた。
　大腸菌の培養には、LB培地（1％（w／v）バクトトリプトン，　O．5％（w／v）酵母
エキス，1％（w／v）塩化ナトリウム）を使用し、寒天培地には1．296（w／v）寒天
を加えた。アンピシリン耐性の選抜には、アンピシリンを最終濃度50μg／mlになる
ように加えて行った。
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Table　4－3．Mediums　used　in　this　study
50×Voge｜’s最少培地（1　OOOml中）
　　　　　　　Na3C6H507・2H20
　　　　　　　KH2PO4
　　　　　　　KH4NO3
　　　　　　　MgSO，・7H20
　　　　　　　CaC12・2H20
　　　　　　　　ビオチン水溶液
　　　　　　　Vogel’s微量元素液
1259
2509
1009
109
　59
25ml
　sml
Vogel’s微fi元素液（100ml中）
　　　　　　　C6H807・2H20
　　　　　　　ZnSO4・7H20
　　　　　　　Fe（NH4）2（SO4）2・6H20
　　　　　　　CuSO4・5H20
　　　　　　　MgSOバH20
　　　　　　　H3BO3
　　　　　　　NaMoO4・2H20
ビオチン水溶液（1000ml中）
　　　　　　　Biotin
ビタミンストック溶液（100ml中）
　　　　　　　サイアミン（ビタミンBl）
　　　　　　　リボフラビン（ビタミンB2）
　　　　　　　ピリドキシン（ビタミンB6）
　　　　　　　パントテン酸カルシウム
　　　　　　　パラアミノ安息香酸
　　　　　　　ニコチン酸アミド
　　　　　　　塩酸コリン
　　　　　　　葉酸
　　　　　　　イノシトール
　59
　59
　19
0．25g
O．059
0．05g
O．059
40mg
10mg
　5mg
　5mg
50mg
　5mg
　5mg
lOOmg
　lmg
100mg
10×Westergaards’合成培地（1000ml中）
　　　　　　　KNO3
　　　　　　　KH2PO4
　　　　　　　MnSO4・7H20
　　　　　　　NaCI
　　　　　　　CaCl2
　　　　　　　Vogel’s微量元素液
　　　　　　　　ビオチン水溶液
109
109
　59
　19
1．39
10ml
lOml
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［基本的な遺伝子工学的手法］
　プラスミドDNAの少量調整などの基本的な遺伝子工学的手法は、　Sambrookらに
よる方法［Sambrook　et　al．，1989］に従った。大腸菌の形質転換は、　Perbalの実験書
［Perba｜，1988］に従った。コンピテント細胞作製には、　JM109株、　DH5α株を使用
した。精製したDNAの確認はアガロース電気泳動により行なった。
［サザンハイブリダイゼーション］
　アガロースゲルからメンブレンへDNAを移行するために、キャピラリートランスフ
ァーまたはVacuGeneTN　blotting　system（Pharmasia）を使用した。メンブレンは、
Hybond－N＋（Amersham　Pharmacia　Biotech）を用いた。　DIGによるプローブの標識法
として、ランダムプライム法を用いた。ランダムプライム法には、DIGハイプライム（ロ
シュ・ダイアグノスティックス社）を使用した。メンブレンとプレハイブリダイゼーシ
ョン溶液を耐熱性のタッパーに入れ、68℃で2～3時間プレハイブリダイゼーション
を行った。その後、熱変性させた標識プローブをタッパーに加え、15時間以上68℃
で保温した。
　ハイブリダイゼーション後の検出は、基質としてNBT（ニトロブルーテトラゾリウ
ムクロライド）とBCIP（5一プロモー4一クロロー3一インドリルーリン酸）を用いた発色反応
により行なった。まず、メンブレンを室温でNo．1洗浄液（2×SSC、0．1％SDS）で5
分間、2回洗浄し、次に68℃でNo．2洗浄液（0．1×SSC、0．196　SDS）で15分間、2
回洗浄した後、Wash　Buffer［0．3％Tween－20㊤　in　Buffer1（0．1Mマレイン酸、0．15M
NaCl；pH7．5）］で1分間洗浄した。その後、　Blocking　Buffer（1％Blocking　stock
solution　in　Buffer1）で30分間インキュベーションした後、20mlの希釈抗体溶液
（150mU　AP標識抗ジゴキシゲニン抗体、　Fabフラグメント／ml　Buffer）で30分間イ
ンキュベーションした。次に、Wash　Bufferで15分間、2回洗浄した後、メンブレ
ンを検出Buffer（1　OOmM　Tris－HCI、100mM　NaCl、50mM　MgCl2；pH9．5）で2分間平
衡化した。そして、暗冷下で、10mlの発色溶液（200μI　NBT／BCIP溶液／10ml検出
Buffer）と共にメンブレンをインキュベーションし、発色反応させて検出した。
［PCR］
　PCR法によるDNAの増幅には、鋳型DNAにより3種類の酵素を使い分けた。使用
した酵素は、Taq　Polymerase、　KOD　DNA　Polimerase（TOYOBO）、］A　Taq　Polymerase
（TAKARA）を使用した。また、それぞれの酵素に用いた反応条件は、以下の通りで
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ある。
（Taq　Polymerase）
　0．2mlのマイクロチューブに、鋳型DNA（0．05μ9）、プライマー（0．5μM）、10
×緩衝液［1　OOmM　Tris－HCI、500mM　KCI（20℃でpH83）］を5μ1、　dNTP混合液（dATP、
dCTP、　dGTP、　dTTPが各2．OmM）を5μ1、25mM塩化マグネシウム溶液を3μ1、　Taq
Polymeraseを1μ1入れて、純水（D．W．）で全量50iL　1になるように調整した。
（KOD　DNA　Polimerase）
　0．2mlのマイクロチューブに、鋳型DNA（0．05μg）、プライマー（0．5μM）、10
×緩衝液［50mM　Tris－HCI（pH8．0）、0．1mM　EDTA、1mM　DTT、0．001％Tween－20、
O．OO1　96　Nonidet　P－40、50％Glycerol］を5μ1、　dNTP混合液（dATP、　dCTP、　dGTP、
dT丁Pが各2．OmM）を5μ1、25mM硫酸マグネシウム溶液を2μ1、　KOD－plus－一を1μ
1入れて、純水（D．W．）で全量50μ1になるように調整した。
（LA　Taq　Polymerase）
　0．2mlのマイクロチューブに、鋳型DNA（0．05μ9）、プライマー（0．2μM）、2
×GC緩衝液（5mMのマグネシウムを含む）を25μ1、　dNTP混合液（dATP、　dCTP、
dGTP、　dTTPが各2．OmM）を6μ1、　LA　Taqを1μ1入れて、純水（D．W．）で全量50
μ1になるように調整した。
　また全てのプライマーの合成と精製は、日本バイオサービス社に依頼した。プライ
マーの塩基配列と名前をTable．4－4に示す。
［アカパンカビからのゲノムDNAの調整］
　アカパンカビからのゲノムDNAの調整は、　lrelanらの方法［1relan　et　al．，1993］を
改変して行った。30mlのVM液体培地に少量の菌糸を加え、30℃で2日間振とう培
養した後、培養液を濾過して菌糸を集めた。この菌糸を液体窒素で瞬間冷凍して、ゲ
ノムDNAの調整に用いた。適量の菌糸にlsolation　Buffer（50mM　Tris－HCI［pH8．0］、
170mM　EDTA［pH8．0］、196　N－louroyisarcosin）を500μ1、ガラスビーズを加え、ビ
ーズビーダーで細胞を粉砕した。7．5M酢酸アンモニウム、フェノール、　PCI（フェノ
ール：クロロホルム：イソアルミアルコール＝25：24：1）を加え、除蛋白を行った後、イ
ソプロパノール沈殿を行い、ゲノムDNAを抽出した。これにRNaselを加え、　RNAを
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分解後、PEG（1．6M　NaCI、13％polyethylene　glyco1）沈殿を行い、ゲノムDNA溶
液とした。
　DNAは吸光度計を用いて定量後、　PCR、
た。
サザンハイブリダイゼーションなどに用い
Table　4－4．本実験に使用したプライマーの名前と塩基配列
RAD4Al
RAD4A2M
RAD4A3M
RAD4A4
XPCl
XPC2
XPC2－M
XPC3－M
XPC4
HR23Bl
HR23B2－M
CGG－3’
HR23B3－－M
Rad23K
M13－M4
M13－R
HY
YG
BAR－F
BAR－R
XPC－F
XPC－R
Rad4A－F
Rad4A－R
5’－AAT　TCG　GTA　CGG　AGG　TGC　TAA　t－3’
5’－GTC　GTG　ACT　GGA　AAA　CCA　GTT　TTG　TGT　GTT　GGG　GGA　C－3’
5’－GTC　ATA　GCT　GTT　TCC　TGG　TGT　TGA　TAG　CG丁TTT　GCA　GGG－3’
5’－AAG　TGT　TCC　CAG　CGT　TAT　AGG　C－3’
5’－CTC　ATC　ATC　CTC　ATC　TAC　CAC－3’
5’－GAT　TCA　AAG　GTC　TAA　CTC　GGA－3’
5’－GTC　GTG　ACT　GGG　AAA　ACG　ATT　CAA　AGG　TCT　AAC　TCG　GA－3’
5’－GTC　ATA　GCT　GTT　TCC　TGC　TTT　TTA　GGG　GTC　GGT　TTG　AGA－3’
5’－GAC　ATA　GAG　GCG　TTG　GAT　GTA　G－3’
5’－TTC　TTC　CTC　GTT　CTC　TTT　GGC－3’
5’　－GTC　GTG　ACT　GGG　AAA　ACT　AAA　GTC　AGT　ATT　CGG　GAG
5’－GTC　ATA　GCT　GTT　TCC　TGA　CAA　GGT　ACT　ATT　TCC　CCC　GT－3’
5’－CCC　CTA　TTT　ATT　GTT　GGG　GCA－3’
5’－GTT　TTC　CCA　GTC　ACG　AC－3’
5’－CAG　GAA　ACA　GCT　ATG　AC－3’
5’－GGA　TGC　CTC　CGC　TCG　AAG　TA－3’
5’－CGT　TGC　AAG　ACC　TGC　CTG　AA－3’
5’－TAA　AAG　TCA　ACC　CCC　TGC　G－3’
5’－CCT　TCC　TGT　TTT　TGC　TCA　CC－3’
5’－GTG　GTT　AAG　TGA　TAG　AAG　CAA　GTG　GG－・3’
5’－TCT　TCC　ACC　CAA　TCC　TGC　CTT－3’
5’－TTA　GCG　ACG　AAA　CGC　TTG　CCT　TGG－3’
5’－GGC　CGC　TGT　AGC　CGC　GCG　ATT－3’
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［アカパンカビの遺伝学的解析］
　アカパンカビの交雑など遺伝学的解析はDavisとde　Serresの方法［Davis　and　de
Serres，1970］に従って行なった。
［アカパンカビの変異原感受性］
　変異原処理したアカパンカビの生存率の測定は、lnoueとlshiiの方法［lnoue　and
lshii，1984］に従った。
　アカパンカビ分生子を1／15Mリン酸緩衝液［pH7．0］に懸濁し、1×106個／mlの懸
濁液とした。これを9cmシャーレに20mlずつ加え、そこに紫外線を照射した。紫外
線は2．5J／m2．secの強度で照射した。照射後、100μ1採取し希釈した後、1000個
をコロニー形成用寒天培地に混ぜて15cmシャーレにひろげ、30℃で3日間培養し
て現れたコロニーを数え、これをもとに生存率を求めた。
［スポットテスト］
　アカパンカビの変異原に対する感受性を調べるために、スポットテストを行った。
培地として、コロニー形成培地を用いた。
　4NQO（4－nitroquinoline－1－oxide）、　MMS（methylmethane　sulfonate）はオートクレ
ープ滅菌後の培地が60℃以下になった後に加え、一様にシャーレに広げた。感受性を
調べる株の分生子を滅菌水に懸濁し、この懸濁液を寒天培地上にパスツールピペット
を用いてスポットした後、28℃で2日間培養し、菌糸の増殖を調べた。
　紫外線に対する感受性は、変異原を添加していない上述のプレート上に分生子の懸
濁液をスポットした後、50～400J／m2の紫外線を照射し、暗条件下で28℃、2日間
培養し、菌糸の増殖を調べた。
［遺伝子の破壊株の作成］
　遺伝子の破壊株は、fusion　PCR法を用いて破壊用断片を作成したあと、その断片を
エレクトロポレーションを用いてアカパンカビに形質転換し、相同組換えを起こさせ
作成した。fusion　PCR法は、まずプライマーAとBで遺伝子の5’側を、　CとDで3’
側を、EとFで選択マーカーとしてハイグロマイシンB耐性遺伝子やビアラホス耐性
遺伝子などの選択マーカーをPCR法により増幅した。このときプライマーBとE、　C
とFがそれぞれ相補的になるようにハイブリッドに設計しておいた。続いて先ほどPCR
法で増幅した3っの断片を混合し、プライマーAとDを用いてPCR法を行うと、ハイ
ブリッドに形成した部位がプライマーとなり選択マーカーを含む遺伝子破壊用断片を
55
作成した（Fig．4－1）。遺伝子が破壊できたかの確認は、　PCR、サザンハイブリダイゼ
ーションにより確認し、さらに必要があれば塩基配列を決定することにより確認した。
，・2“ ｡■ぽ歯■■＿、・
　　　　　　　　　　　←　　　　　　　　　、　←
　　　　　　　響　B　　lD
　　　■N■　　　寳
　　　　　　　　　L
　　　　　　　　　　　〔ユ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F
　　　　　　　　　　　　　　ピぱ　　　　一A　　　蜜
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔
Fig．4－1．　Fusion　PCRの概略
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4－3　結果と考察
4－3－1　アカパンカビncRAD4A，　ncRAD4B，　ncRAD23遺伝子の検索
　出芽酵母RAD4遺伝子のホモログをアカパンカビのゲノムプロジェクトデータベー
スWhitehead　lnstitute　for　Biomedical　Research（http：／／www．broad．mit．edu／
　annotation／genome／neurospora／Home．html）を矛1」用して検索を行った結果、出
芽酵母Rad4に相同性を示すタンパク質をコードする遺伝子が2種類（NCUO4821．3、
NCUO6585．3）が存在した。分裂酵母でもRAD4ホモログ遺伝子として、　rhρ4A
（rhp47）とrhp4B（rhp42）の種類の遺伝子が保存されている報告がある［Thomas，
2003；Fukumoto　et　al．，2002］。そこで、分裂酵母の2種類の遺伝子との相同性から、
アカパンカビの2種類の遺伝子のうちNCUO4821．3をncRAD4A遺伝子、
NCUO6585．3をncRAD4B遺伝子とそれぞれ名付けた。出芽酵母RAD23遺伝子に関
しても同様に検索した結果、一つのホモログ遺伝子（NCUO7542．3）を見っけ、
ncRAD23と名付けた。
　ncRAD4A遺伝子（NCUO4821．3）は、全長3270bpで、5つのエキソンからなる
遺伝子であった。塩基配列から予想されるNCRAD4Aタンパク質は1090アミノ酸残
基で、そこから予想される分子量は1　21．5kDaであった。ゲノムデータベースのデー
タより、ncRAD4A遺伝子は第Vl連鎖群左腕に存在し、その近傍にはmus－29とmus－
39の2種類の修復遺伝子の報告があるが、両遺伝子変異株とはncRAD4A破壊株の
表現型が多少異なることから、ncRAD4A遺伝子は新規の遺伝子である可能性が高い
［Perkins　et　al．，2001］。
　ncRAD4B遺伝子（NCUO6585．3）は、全長3123bpの遺伝子でイントロンを含ま
ず、塩基配列から予想されるNCRAD4Bタンパク質は1041アミノ酸残基であり、そ
の配列から予想される分子量は116．5kDaであった。ゲノムデータベースのデータか
ら、ncRAD4B遺伝子は第IV連鎖群の動原体近傍に存在した。この付近には、　mus－26
遺伝子が存在するが、その表現型はncRAD4B破壊株とは異なることから、　ncRAD4B
遺伝子は新規の遺伝子であると考えた［Perkins　et　al、，2001］。出芽酵母のRAD4遺伝
子は一っしか存在しないが、分裂酵母のR∂d4ホモログ遺伝子はrhρ4Aとrhρ4B遺
伝子の二つの存在が確認されている［Fukumoto　et　al．，2002］。
　出芽酵母Rad4とヒトのRad4ホモログXPC、分裂酵母Rhp4A、　Rhp4Bのアミノ
酸配列のアライメントを行った結果、NCRAD4Aは出芽酵母RAD4に対して28．6％
のldentitiesを示し、4・6．8％のSimilarityを示した。ヒトXPCに対しては25．8％の
ldentitiesと43．5％のSimilarity、分裂酵母Rhp4Aに対しては30．5％の1dentities
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と47．596のSimilarity、分裂酵母rhp4Bに対しては3030／oのldentitiesと51．40／oの
Similarityを示した（Fig．4－2A、　Fig．4・－2B）。一方、　NCRAD4Bは、出芽酵母RAD4
に対して26．30／oのldentitiesと44．6％のSimilarity、ヒトXPCに対して29．3％の
ldentitiesと40．6％のSimilarity、分裂酵母rhp4Aに対して24．2％のldentitiesと
42．5％のSimilarity、分裂酵母rhp4Bに対して37．7％ldentitiesと49．1％のSimilarity
であることが明らかになった。
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Fig．4－2A．　NcRAD4Aアミノ酸配列のアライメント
赤枠内は相同なアミノ酸を表す。Rad4は出芽酵母、　Rhp4Aは分裂酵母のアミノ酸配列。アカパンカ
ビNCRAD4Aは、出芽酵母Rad4と28％、分裂酵母Rhp4Aと30％の相同性であった。
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Fig．　4－2B．　NCRAD4Bアミノ酸配列のアライメント
赤枠内は相同なアミノ酸を表す。Rad4は出芽酵母、　Rhp48は分裂酵母のアミノ酸配列。アカパンカビ
NCRAD4Bは、出芽酵母Rad4と26％、分裂酵bl　Rhp4Aと24％の相同性であった。
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Fig．4・・2C．　NCRAD23アミノ酸配列のアライメント
赤枠内は相同なアミノ酸を表す。scRad23は出芽酵母、　spRhp23は分裂酵母のアミノ酸配列。アカパ
ンカピNCRAD23は、出芽酵母Rad23と32％、分裂酵母Rhp23と4396の相同性であった。
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NCRAD4AとNCRAD4B共にDNA結合ドメインなど、機能的なドメインが高度に保
存されていた（Fig．4－2A）。この事から、　NCRAD4A、　NCRAD4Bは出芽酵母Rad4
と同様に、損傷認識に関与する可能性が示唆された。またNCRAD4AとNCRAD4B共
に分裂酵母のrhp4Aとrhp4Bに最も高い相同性を示した。　NCRAD4AとNCRAD4B
間は26．8％のldentities、39．9％のSimilarityの相同性を示した（Fig．4－2B）。分裂
酵母においては、Rhp4AはNERで機能していることが報告されているが、　Rhp4Bに
ついてはNERでは機能していないことが報告されている［Fukumoto　et　al．，2002］。
　ncRAD23遺伝子（NCUO7542．3）は、全長1152bpで、6っのエキソンからなる
遺伝子であった。塩基配列から予想されるNCRAD23タンパク質は384アミノ酸残
基であり、アミノ酸配列から予想される分子量は40kDaであった。　ncR4D23遺伝子
は、第川連鎖群の右腕に位置し、その近傍にはhet－7遺伝子があるが、修復系に関与
する遺伝子はみられず、新規の遺伝子であると考えられる。また出芽酵母RAD23と
そのホモログ遺伝子ヒトHR23A、　HR23B、分裂酵母rhp23のアミノ酸配列のアラ
イメントを行った結果、NCRAD23は、出芽酵母RAD23に対して30．396のldentitie
と37．20／oのSimilarity、ヒトHR23Aに対して29．696のldentitiesと42．4％の
Similarity、ヒトHR23Bに対して34．2％のldentities42．796とSimilarity、分裂酵母
rhp23に対して43．5％のldentitiesと51．8％のSimilarityの相同性を示した（Fig．
4－2C）。しかし、　UBAドメインやUBLドメインなどの4つの機能ドメインは高度に
保存されていた。この事からNCRAD23に関しても、　HR23BやRad23と同様にユビ
キチンを介したproteasomeとの相互作用によりNERを調節している可能性が示唆さ
れた。
4－3－2　相同組換え法によるncRAD4A，　ncRA　D4B，　ncil4　D23遺伝子破壊株の
単離
　これまでmus－43、　mus・・44変異株はRip法により遺伝子破壊を行ってきたが、
ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23遺伝子は外来遺伝子の導入による相同組換え法に
より、遺伝子破壊株を作成した。これまでアカパンカビで主流であったRIP法では、
変異原に対する感受性を指標として遺伝子破壊株を同定するため、変異原に感受性を
示さない破壊株の同定は困難であった。
　NER上流域では、　DNA損傷の修復に対してGGRとTCRの二つの損傷認識径路が相
補して機能することが考えられており、上流で機能することが予想されたncRAD4A、
ncRAD4B、　ncRAD23遺伝子破壊株は紫外線に対する感受性が低いことが予想された。
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4－3－3　ncRAD4A，　ncRAD4B，　ncRAD23破壊株の変異原感受性
ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23破壊株の変異原感受性試験
　得られたncRAD4A破壊株、　ncRAD4B破壊株、　ncRAD23破壊株とこれらの株間で
の二重変異株について、スポットテストにより紫外線、4NQO、　MMSに対する感受性
を調べた結果、ncRAD4，4、　ncRAD23破壊株は4NQOに対してのみ感受性を示した。
出芽酵母Rad4，　Rad23変異株では紫外線に対し感受性を示すことが分かっているが、
アカパンカビncRAD4A，　ncRAD4B，　ncRAD23破壊株は紫外線に対して感受性がみら
れず、TCR相補している結果だと予想した［Friedberg　et　al．，2006］。
　しかし、ncRAD4A、　ncRAD23破壊株は、アカパンカビ第二除去修復の変異株であ
るmus－78変異株との二重変異株において紫外線と4NQOに高い感受性を示し、複製
後修復系uvs－2変異株との二重変異株も紫外線、4NQOに高い感受性を示した。また
組換え修復系mei－3変異株との二重変異株では紫外線とMMSに対し若干の感受性を
示した。
　ncRAD4A　mus－38二重変異株、　ncRAD23　mus－38二重変異株の感受性はmus－38
変異株の感受性と相違がないことから、ncRAD4A、　ncR）4D23がNERに関与するこ
とが強く示唆された。そしてncRAD48破壊株との二重変異株では、親株より高い感
受性を示す株は確認されなかった。
4－3－4　ncRAD4A，　ncRAD4B，　ncRAD23におけるエピスタシス解析
　　ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23破壊株の紫外線に対する感受性を、多重破壊
株を作成してさらに詳細に調べた。
（i）ncRAD4A破壊株とその二重変異株の紫外線に対する感受性
　ncRAD4A破壊株は紫外線に対し野生株と同程度の感受性しか示さなかった（Fig．
4－3）。そこでncRAD4AがNERに関与する遺伝子であることをさらに調べるために、
他の修復遺伝子の変異株と、また、それらとの二重変異株での紫外線に対する生存曲
線を調べた。その結果、第二除去修復経路mus－78変異株、組換え修復経路mei－3変
異株、副生後修復経路uvs－2変異株との二重変異株では親株より高い感受性を示した
（Fig．4－4）。これに対して、　mus－38変異株との二重変異株はmus－38の感受性と
同程度の感受性を示した。　（Fig．4－4A）。第二除去修復経路、組換え修復経路、複製
後修復経路との二1変異株が単一変異株より感受性が上昇したことより、ncRAD4A
遺伝子がDNA修復において何らかの機能を持つことが明らかになるとともに、これら
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の修復経路とは異なる経路で機能していることが明らかとなった。さらに、ncRAD4A
がmus－38との二重変異株ではmus－38変異株と筒程度の紫外線感受性を示すことか
ら、mus－38と同一の経路であるNER経路で機能していることが示唆された。
（ii）ncRAD4B破壊株とその二重変異株の紫外線に対する感受性
　ncRAD4B破壊株は紫外線に対して野生株と同程度であり、紫外線に対する感受性
はみられなかった（Fig．4－5）。そこで、　ncRAD44破壊株と同様に、　ncR4D4B破壊
株と他の修復系との二重変異株を作成し、紫外線に対する感受性を確認した。その結
果、ncRAD4A破壊株と異なり、　ncRAD4Bではmus－38、　mus－　1　8、　uvs－2変異株と
の二重変異株では親株と同等の感受性を示した（Fig．4－5）。これに対して、　mei－3
変異株との二重変異株においてのみ親株より高い感受性を示した（Fig．4・－5D）。この
結果は、ncRAD4B遺伝子は組換え修復系には関与しないことが確認され、また他の
修復系には関与する可能性が示唆されたが、ncRAD4Bの単一変異株がもともと紫外
線に対して感受性を示さないことから、これらの修復系に実際に関与しているかはさ
らなる実験が必要である。
（iii）ncRAD23破壊株とその二重変異株の紫外線に対する感受性
　ncR　4D23破壊株もRA　D4A、　RAD4Bと同様に、単・…T・変異株では紫外線に対して感
受性を示さなかった（Fig．4－6）。ncRAD23破壊株と他の修復系に関与する遺伝子変
異株との二重変異株は、ncRAD4A同様、穏やかではあるがmus・一　1　8、　mei－3、　uvs－2
変異株との二重変異株で親株より高い感受性を示し、mus－38変異株との二重変異株
はmus－38の感受性と同程度であった（Fig．4－6A）。この結果より、　ncRAD23が
mus・・38と同一のNER経路で機能していることが示唆された。
（iv）ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23多重変異株の作成および解析
　紫外線に対する生存率の結果より、ncRAD4A、　ncRAD48、　ncRAD23破壊株は単
一では紫外線に感受性を示さなかった。出芽酵母Rad4はRad23と相互作用し、ヒト
XPCはHR23Bと相互作用することが知られている［Fukumoto　et　al．，2002］。そこで、
ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23が互いに相互作用して機能しているのではないか
と考え、これらの多重変異株の紫外線に対する生存率を調べた。その結果、ncRAD4A
ncRAD4B二重変異株において、紫外線に感受性がみられた（Fig．4－7A）。したがっ
て、ncRAD4A、　ncRAD4B両遺伝子は修復系に関わる遺伝子であることが明らかにな
った。
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　さらに、ncR4D23との相関を解析したところ、　ncRAD4A　ncRAD4B　ncRAD23三
重変異株は、ncRAD4A　ncRAD4B二重変異株、　ncRAD4A　ncRAD23二重変異株と同
程度の感受性になることが明らかになった。さらに、これらの多重変異株の紫外線に
対する感受性は、すでにNER変異株として解析されているmus－40変異株の紫外線に
対する感受性と同程度になることが明らかになった。しかしながら、ncRAD4B
ncRAD23二重変異株は紫外線に対して感受性を示さなかった（Fig．4－・7B）。以上よ
り、ncRAD4AがNERで主要な役割を果たし、　ncRAD4B、　ncRAD23が補助的な役割
を担っている可能性が示唆された。また、ncll4D4A　ncRAD4B二重変異株は紫外線に
対する感受性を示したことから、nc尺AD4BがNERに関与している可能性も示唆され
た。またmus－18をバックグラウンドにおいた場合も同様の傾向の結果を得た。
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Fig．4－3．　ncRAD4，　ncRAD4B，　ncRAD23破壊株の紫外線に対する感受性
　野生株と比較して、ncRAD4，　ncRAD4B，　ncRAD23破壊株は紫外線に
対する感受性はみられなかった。
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Fig．4－4．ncRAD4A破壊株のエピスタシス解析
（A）NER系mus－38変異株、（B）第二除去修復系mus－18変異株、（C）組換え修復系mei－3
変異株、（D）複製後修復系uvs－2変異株との二重変異株の紫外線に対する感受性をそれぞれ
鯛べた。
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Fig．4－7．　ncRAD4A，　ncRAD48，　ncR4D23破壊株の相関
（A）ncRAD4AとnclUID48の二重変異株の紫外線に対する感受性。
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第5章　アカパンカビncRAD26遺伝子の解析
5－1　緒言
　NERには、ゲノム全体を対象とした損傷認識GGR（global　genome　repair）と、転
写と共役して転写鎖上の損傷DNAを選択的に認識するTCR（transcription－coupled
repair）の二つの損傷認識経路が存在する。紫外線によって誘起されるDNA損傷（チ
ミンニ量体、6－4光産物）の大多数がNERによって除去・修復され、細胞に突然変異
が生じるのを未然に防ぎ、非常に重要な修復機構であると考えられている。
　NERの重要性はNERタンパク質を欠くことによって、色素性乾皮症（XP）やコケイン
症候群（CS）といった重篤なヒト遺伝病となることからも分かる。
　出芽酵母のRAD26遺伝子はTCR特異的因子であることが知られ、ヒトにおいては
コケイン症候群原因遺伝子としてCSA、　CSB遺伝子が単離・同定されている［Mayne　and
Friedberg，1995］。ヒトのXP疾患は皮膚がんを発症するのに対し、コケイン症候群
の原因遺伝子は神経異常を発症することが知られている。
　アカパンカビにおいても、ヒトCS8、出芽酵母R，4D26に相同なncRAD26が存在
し、これらのタンパク質にみられるヘリケースドメインを保持しており、DNA二重ら
せんを巻き戻すことにより、転写において重要な役割を担うと考えられた［Friedberg，
1996］。
　本章では、出芽酵母のRAD26のホモログ遺伝子であるアカパンカビncRAD26遺
伝子の機能解析を行い、アカパンカビにおけるNER　TCR損傷認識の解明を目的とした。
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5－2　材料と方法
［使用菌株とベクター］
　本実験で使用したアカパンカビの株とその遺伝子型をTable　5－1に示した。アカパ
ンカビ野生株として、C1－TlO－・37AとC1　－Tl　O－2　8aをそれぞれ使用した［Tamaru　and
lnoue，1989］。　mus－38変異株（CZ－272－16A，　CZ－272－5a）、mus－78変異株
（C2－T40－・9A）、mei－3変異株（FGSC2764A）、uvs－2変異株（74－OR244－3A）
は、埼玉大学遺伝学研究室より頂いた。プラスミド構築に使用した大腸菌の株とその
遺伝子型をTable　5－2に示した。　PCR増幅DNA断片のクローニングにはpT7Blu♂
（Novagen）を使用し、アカパンカビの形質転換にはpCB1003とpBARMTE1をベク
ターとして用いた。pCBIOO3プラスミドには、アカパンカビ細胞内で機能する選択
マーカーとしてハイグロマイシンB耐性遺伝子（hygB「）が挿入されており、pBARMTE　1
プラスミドには、アカパンカビ細胞内で機能する選択マーカーとしてハイグロマイシ
ンB耐性遺伝子が挿入されている。アカパンカビゲノムライブラリー（pMOcosX）
［Orbach　and　Sachs，1991］は、　FGSC（Fungal　Genetics　Stock　Center）より入手した。
Table　5－1．　Strains　of〈1．　crassa　used　in　this　study
Strain　number　Genotype Source／reference
C1－TlO－37A
C1－T10－28a
CZ－272－16A
CZ－272－5a
C2－T40－9A
74－OR244－3A
FGSC2764A
SE－HA－26A
C2－SE－26A
CZ・・HA－26
T2－・HA－26
0R－HA－26
A
A　mus・・38
∂mus－38
A∂∫－2ρan－2　co亡一7mus－78A
A∂1－2ρ∂η一2cot－7uvs－2
A　mei－3
ncl～ン41Z）26メ1　ma亡ソ4
mus・・　1　8　ncRAD26
mus－38ηc尺ソ亀D26
mei－3　ncRAD26
uvs－2　ncR）4D26
Tamaru　and　lnoue（1989）
Tamaru　and　lnoue（1989）
lshii　et　aL（1998）
lshii　et　aL（1998）
Ishii　et　al．（1991）
De　Serres　et　ai．（1980）
FGSC
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
FGSC，　Fungal　Genetic　Stock　Center
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Table　5－2．　Strains　of　E．　co〃　used　in　this　study
Strain　number Genotype
E．coli　JM109
εco〃　DH5α
recA　1，　end4　1，　gyrA96，亡hi－1，　hsdR　77（r　K’mκつ，
e14－‘mcrA－），　S卯ε44，　relA　1，　A　θ∂C一ρroAB）／P
〔亡raD36，　pro／IB＋，1∂c’q，’acZム　ハイ75〕
F－，　　φ　80dlacZ　　4　ル〃5，　　A　（lacZYA－∂rgiっθ769，
deoR，　recA　7，　endA　7，　hsdR　77（rκ’　mκ＋），ρhoA，
supE44，　／t　－，亡〃－7，gyrメX　96，　reル47
［培養］
　アカパンカビの培養には、VM培地（1×Vogel最少培地，1．2％（w／v）　ショ糖）
を使用し、寒天培地には1．2％（w／v）寒天を加えた［Vogel，1964］。ハイグロマイ
シンB耐性の形質転換体の選抜には、最終濃度O．5mg／mlのハイグロマイシンBを
培地に加えて行った。アカパンカビの分生子形成は、グリセロール完全培地（1×Vogel
最少培地，10／o（v／v）グリセロール，0．25％（w／v）yeast　extract，0．10／o（w／v）
カザミノ酸，0．5％（w／v）malt　extract，1％（v／v）ビタミンストック溶液，1．296
（w／v）寒天）を用いて、1週間培養することで行った。アカパンカビの交配は、SC
培地（1×Westergaards’合成培地，1．2％（w／v）ショ糖，1．2％（w／v）寒天）を
用いて行った。アカパンカビのコロニー形成には、コロニー形成培地（1×Vogel最
少培地，0．2％（w／v）ショ糖，1％（w／v）ソルボース，1．2％（w／v）寒天）を用
いて行った。基本培地の成分は、Table　5－3にまとめた。
　大腸菌の培養には、LB培地（1％（w／v）バクトトリプトン，0．5％（w／v）酵母
エキス，196（w／v）塩化ナトリウム）を使用し、寒天培地には1．2％（w／v）寒天
を加えた。アンピシリン耐性の選抜には、アンピシリンを最終濃度0．5mg／mlになる
ように加えて行った。
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Table　5－3．Mediums　used　in　this　study
50×Vogel’s　k少培地（1000ml中）
　　　　　　　　Na3C6HsO7・2H20
　　　　　　　　KH2PO4
　　　　　　　　KH4NO3
　　　　　　　　MgSO，・7H20
　　　　　　　　CaCl2・2H20
　　　　　　　　ビオチン水溶液
　　　　　　　　Vogel’s微量元素液
Vogel’s微fi元素液（100ml中）
　　　　　　　　C6H807・2H20
　　　　　　　　ZnSO，・7H20
　　　　　　　　Fe　（NH，）2（SO4）2・6H20
　　　　　　　　CuSO4・5H20
　　　　　　　　MgSO，・H20
　　　　　　　　H3BO3
　　　　　　　　NaMoOピ2H20
ビオチン水溶液（1000ml中）
　　　　　　　　Biotin
ビタミンストック溶液（100ml中）
　　　　　　　　サイアミン（ビタミンB1）
　　　　　　　　リボフラピン（ビタミンB2）
　　　　　　　　ピリドキシン（ビタミンB6）
　　　　　　　パントテン酸カルシウム
　　　　　　　パラアミノ安息香酸
　　　　　　　　ニコチン酸アミド
　　　　　　　　塩酸コリン
　　　　　　　　葉酸
　　　　　　　　イノシトール
10×Westergaards’合成培地（1000ml中）
　　　　　　　　KNO3
　　　　　　　　KH2PO，
　　　　　　　　MnSO4・7H20
　　　　　　　　NaCl
　　　　　　　　CaClz
　　　　　　　　Vogel’s微量元素液
　　　　　　　　ビオチン水溶液
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1259
2509
100g
109
　59
25ml
　5ml
　59
　59
　　19
0．259
0．05g
O．059
0．05g
40mg
10mg
　5mg
　5mg
50mg
　5mg
　5mg
lOOmg
　lmg
100mg
109
109
　59
　19
1．39
10ml
lOmi
［基本的な遺伝子工学的手法］
　プラスミドDNAの少量調整などの基本的な遺伝子工学的手法は、　Sambrookらに
よる方法［Sambrook　et　al．，1989］に従った。大腸菌の形質転換は、　Perba1の実験書
［Perbal（1988）］に従った。コンピテント細胞作製には、　JM109株、　DH5α株を使用
した。精製したDNAの確認はアガロース電気泳動により行なった。
　［サザンハイブリダイゼーション］
　アガロースゲルからメンブレンへDNAを移行するために、キャピラリートランスフ
ァーまたはVacuGeneTM　blotting　system（Pharmasia）を使用した。メンブレンは、
Hybond－N＋（Amersham　Pharmacia　Biotech）を用いた。　DIGによるプローブの標識法
として、ランダムプライム法を用いた。ランダムプライム法には、DIGハイプライム（ロ
シュ・ダイアグノスティックス社）を使用した。メンブレンとプレハイブリダイゼーシ
ョン溶液を耐熱性のタッパーに入れ、68℃で2～3時間プレハイブリダイゼーション
を行った。その後、熱変性させた標識プローブをタッパーに加え、15時間以上68℃
で保温した。
　ハイブリダイゼーション後の検出は、基質としてNBT（ニトロブルーテトラゾリウ
ムクロライド）とBCIP（5一プロモー－4一クロロー3一インドリルーリン酸）を用いた発色反応
により行なった。まず、メンブレンを室温でNo．1洗浄液（2×SSC、0．1％SDS）で5
分間、2回洗浄し、次に68℃でNo．2洗浄液（0．1×SSC、0．1％SDS）で15分間、2
回洗浄した後、Wash　Buffer［O．39，（o　Tween－20⑨　in　Bufferl（O．1Mマレイン酸、0．15M
NaCl；pH7．5）］で1分間洗浄した。その後、　Blocking　Buffer（1％Blocking　stock
solution　in　Bufferl）で30分間インキュベーションした後、20m1の希釈抗体溶液
（150mU　AP標識抗ジゴキシゲニン抗体、　Fabフラグメント／ml　Buffer）で30分間イ
ンキュベーションした。次に、Wash　Bufferで15分間、2回洗浄した後、メンブレ
ンを検出Buffer（1　OOmM　Tris－HCI、100mM　NaCl、50mM　MgCl2；pH9．5）で2分間平
衡化した。そして、暗冷下で、10mlの発色溶液（200μl　NBT／BCIP溶液／10ml検出
Buffer）と共にメンブレンをインキュベーションし、発色反応させて検出した。
［PCR］
　PCR法による、　DNAの増幅には、　Taq　Polymerase、　KOD　DNA　Polimerase
（TOYOBO）、LA　Taq　Polymerase（TAKARA）を使用した。
74
（Taq　Polymerase）
　0．2mlのマイクロチューブに、鋳型DNA（0．05μ9）、プライマー（0．5μM）、10
×緩衝液［1　OOmM　Tris－HC1、500mM　KCI（20℃でpH8．3）、　dNTP混合液（dATP、　dCTP、
dGTP、　dTTPが各2．OmM）を5μ1、25mM塩化マグネシウム溶液を3μ1、　Taq
Polymeraseを1μ1入れて、純水（D．W．）で全量50μ1になるように調整した。
（KOD　DNA　Polimerase）
　O．2mlのマイクロチューブに、鋳型DNA（0．05μg）、プライマー（0．5μM）、10
×緩衝液［50mM　Tris－HCI（pH8．0）、0．1mM　EDTA、1mM　DTT、0．001％Tween－20、
O．OO1　ofO　Nonidet　P－40、500／o　Glycerol］を5μ1、　dNTP混合液（dATP、　dCTP、　dGTP、
dTTPが各2．OmM）を5μ1、25mM硫酸マグネシウム溶液を2μ1、　KOD－plus一を1μ
1入れて、純水（D．W．）で全量50μ1になるように調整した。
（LA　Taq　Polymerase）
　　O．2mlのマイクロチューブに、鋳型DNA（0．05μg）、プライマー（O．2　pa　M）、
2×GC緩衝液（5mMのマグネシウムを含む）を25μ1、　dNTP混合液（dATP、　dCTP、
dGTP、　dTTPが各2．OmM）を6μ1、　LA　Taqを1μ1入れて、純水（D．W．）で全量50
μ1になるように調整した。
　また全てのプライマーの合成と精製は、日本バイオサービス社に依頼した。プライ
マーの塩基配列と名前をTable　5－4に示す。
Table　5－4．本実験に使用したプライマーの名前と塩基配列
RAD26C
RAD26H
RAD26FA
RAD26FB
RAD26FC
RAD26FD
RAD26H
MI　3・・M4
M13－R
HY
YG
5’－TAC　CTG　TTT　GCC　ATT　CCT　TCC　TCC－3’
5’－GTC　GTG　ACT　GGA　AAA　CCA　GTT　TTG　TGT　GTT　GGG　GGA　C－3’
5’－GTC　GTG　ACT　GGG　AAA　ACT　GAT　AGT　CGA　AGA　GAG　CTG　GGT　A－3’
5’－TAC　CCA　GCT　CTC　TTC　GAC　TAT　CAG　TTT　TCC　CAG　TCA　CGA　C－3’
5’－GCC　TCA　CAA　ATG　CCT　CGA　TGA　CAG　GAA　ACA　GCT　ATG　AC－3’
5’－GTC　ATA　GCT　GTT　TCC　TGT　CAT　CGA　GGC　ATT　TGT　GAG　GC－3’
5’－AAA　ACC　GCC　CTT　ATA　CCT　CTG　G－3’
5’－GTT　TTC　CCA　GTC　ACG　AC－3’
5’－CAG　GAA　ACA　GCT　ATG　AC－3’
5’－GGA　TGC　CTC　CGC　TCG　AAG　TA－3’
5’－CGT　TGC　AAG　ACC　TGC　CTG　AA－3’
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［アカパンカビからのゲノムDNAの調整］
　アカパンカビからのゲノムDNAの調整は、　lrelanらの方法［lrelanJ．et．al　1993］を
改変して行った。30mlのVM液体培地に少量の菌糸を加え、30℃で2日間振とう培
養した後、培養液を濾過して菌糸を集めた。この菌糸を液体窒素で瞬間冷凍して、ゲ
ノムDNAの調整に用いた。適量の菌糸に1solation　Buffer（50mM　Tris－HC1［pH8．0］、
170mM　EDTA［pH8．0］、10／o　N－louroylsarcosin）を500μ1、ガラスビーズを加え、ビ
ーズビーダーで細胞を粉砕した。7．5M酢酸アンモニウム、フェノール、　PCI（フェノ
ール：クロロホルム：イソアルミアルコール＝＝25：24：1）を加え、除蛋白を行った後、イ
ソプロパノール沈殿を行い、ゲノムDNAを抽出した。これにRNaselを加え、　RNAを
分解後、PEG（1．6M　NaCl、1396　polyethylene　glycol）沈殿を行い、ゲノムDNA溶
液とした。
　DNAは吸光度計を用いて定量後、　PCRや、サザンハイブリダイゼーションなどに用
いた。
［アカパンカビの遺伝学的解析］
　アカパンカビの交雑など遺伝学的解析はDavisとde　Serresの方法［Davis　and　de
Serres，1970］に従って行なった。
［アカパンカビの変異原感受性］
　変異原処理したアカパンカビの生存率の測定は、lnoueとlshiiの方法［lnoue　and
lshii，1984］に従った。
　アカパンカビ分生子を1／15Mリン酸緩衝液［pH7．0］に懸濁し、1×106個／mlの懸
濁液とした。これを9cmシャーレに20mlずっ加え、そこに紫外線を照射した。紫外
線は2．5J／m2．secの強度で照射した。照射後、100μ1採取し希釈した後、1000個
をコロニー形成用寒天培地に混ぜて15cmシャーレにひろげ、30℃で3日間培養し
て現れたコロニーを数え、これをもとに生存率を求めた。
［スポットテスト］
　アカパンカビの変異原に対する感受性を調べるために、スポットテストを行った。
培地として、コロニー形成培地を用いた。
　4NQO（4－nitroquinoline－1　－oxide）、　MMS（methylmethane　sulfonate）はオートクレ
ープ滅菌後の培地が60℃以下になった後に加え、一様にシャーレに広げた。感受性を
調べる株の分生子を滅菌水に懸濁し、この懸濁液を寒天培地上にパスツールピペット
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を用いてスポットした後、28℃で2日間培養し、菌糸の増殖を調べた。
　紫外線に対する感受性は、変異原を添加していない上述のプレート上に分生子の懸
濁液をスポットした後、50～400J／m2の紫外線を照射し、暗条件下で28℃、2日間
培養し、菌糸の増殖を調べた。
［遺伝子の破壊株の作成］
　遺伝子の破壊株は、fusion　PCR法により破壊用断片を作成した後、その断片をアカ
パンカビに形質転換し、相同組換えにより遺伝子破壊株を作成した。fusion　PCR法は、
まずプライマーAとBで遺伝子の5’側を、CとDで3’側を、　EとFで選択マーカ
ーとしてハイグロマイシンB耐性遺伝子をPCR法により増幅した。このときプライマ
ーBとE、CとFがそれぞれ相補的になるようにハイブリッドに設計しておいた。続
いて先ほどPCR法で増幅した3つの断片を混合し、プライマーAとDを用いてPCR
法を行うと、ハイブリッドに形成した部位がプライマーとなり選択マーカーを含む遺
伝子破壊用断片を作成した（Fig．5－2）。遺伝子破壊株の確認は、　PCR、サザンハイブリ
ダイゼーションにより確認した。
5’
』 』
3’
＜〔
轡一
Fig．5－1．Fusion　PCRの概略
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5－3　結果と考察
5－3－1　アカパンカビncRAD26遺伝子の検索
　NERモデルのTCRに関与することが予想される出芽酵母R∂d26遺伝子をアカパン
カビのゲノムプロジェクトデータベースより検索した。出芽酵母Rad26に相同性を示
すタンパク質をコードする遺伝子（NCUO7837．3）を見つけ、　ncRAD26と名付けた。
この遺伝子は分裂酵母rhp26と相同性が極めて高く、アカパンカビのTCRで機能す
ることが推測された。
　データベースでの検索の結果、分裂酵母と36°／。、ヒトCSBと34％の相同性を示し、
この遺伝子は第三連鎖群左腕に位置し、内部に127bpのイントロンを含んでいた。
これらの遺伝子は、SNF2ドメインとHelicase　Cドメインを持つことが知られてお
り［V．Mayne　and　Errol　C．　Friedberg，1995］、この領域は高度に保存されていた（Fig．
5－2）。ncRAD26遺伝子もncRAD4Aと同様に外来遺伝子の導入による相同組換え法
で遺伝子欠失型の破壊株を単離した。
5－3－2　相同組換え法によるncRAD26遺伝子破壊株の単離
　遺伝子の破壊株は、fusion　PCR法を用いて破壊用断片を作成したあと、その断片を
エレクトロポレーションによりアカパンカビに形質転換し、相同組換えにより作成し
た。fusion　PCR法は、まずプライマー一　ncRAD26　CとncRAD26　FAで遺伝子の5’側
を、ncRAD26　FDとncRAD26　Hで3’側を、　ncRAD26　FBとncRAD26　FCで選択
マーカーとしてハイグロマイシンB耐性遺伝子もしくはビアラボス耐性遺伝子の選択
マーカーをPCR法により増幅した。このときプライマーncll4D26　FAとncRAD26　FB、
ncRAD26　FCとncRAD26　FDがそれぞれ相補的になるようにハイブリッドに設計し
ておいた。そしてPCRで増幅した3つの断片を混合し、プライマー－ncRAD26　Cと
ncRAD26　Hを用いてPCRを行うことで、ハイブリッドに形成した部位がプライマー
となり選択マーカーを含む遺伝子破壊用断片を作成した（Fig．5－3）。作成した遺伝
子破壊用断片をアカパンカビに導入し、相同組換えにより遺伝子破壊を行い、ハイグ
ロマイシン、またはビアラボスに耐性を示す形質転換体を選抜し、ncRAD26破壊株
を同定した。
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Fig．5－2．　NCRAD26アミノ酸配列のアライメント
赤枠内は相同なアミノ酸を表す。CSBはヒトのアミノ酸配列、　spRhp26は分裂酵母のアミノ酸配列。
アカパンカビNCRAD26は、ヒトと3496、分裂酵母と36％の相同性であった。
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Fig．5－3．　ncRAD26破壊株の作成
5－3－3　ncRAD26破壊株の変異原感受性
　得られたncRAD26破壊株とこれらの株間での二重変異株について、スポットテス
トにより紫外線、4NQO、　MMSに対する感受性を調べた結果、　ncRAD26破壊株はUV、
4NQO、　MMSの変異原に対して顕著な感受性を示さなかったことから、　GGRに相補
されているために感受性が確認出来ないと予想した。
　しかし、ncRAD26破壊株は、アカパンカビNER　mus－38、第二除去修復の変異株
であるmus－78、複製後修復系uvs－2、変異株との二重変異株において、紫外線、4NQO
に高い感受性を示した。組換え修復系mei－3変異株との二重変異株では紫外線とMMS
に対し若干の感受性が確認された。
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5－3－4　ncRAD26におけるエピスタシス解析
　変異原によるスポットテストによって、ncRAD26もまた修復系に関与することが
予想されたことから、それぞれの修復系との二重変異株の紫外線に対する感受性を詳
細に調べた（Fig5－4）。
　ncRAD26破壊株の紫外線に対する生存率はUV400Jにおいて0．6％の生存率であ
り、野生株と顕著な差が確認出来た。またmus－40，　mus－43変異株と同程度の生存率
であった。そして他の修復系との関連を調べるために、それぞれの修復系との二重変
異株の紫外線に対する生存率を測定した。
　第二除去修復mus－18とのncRAD26　mus－78二重変異株ではmus－78よりも紫外
線に対する感受性が高くなったことから、ncRAD26は第二除去修復には関与しない
ことが示唆された。そして複製後修復uvs－2、組換え修復系mei－3変異株との二重変
異株において、それらの修復系とncRAD26との二重変異株はuvs－2，　mei－3の感受性
と同程度であり、ncRAD26がこれらの修復系にも関与する可能性はあるものの、　NER
のGGR系がncRAD26破壊株で正常に機能しているならば、　ncRAD26とuvs－2，　mei－3
の二重変異株の紫外線に対する感受性は妥当な生存率であるかもしれない。またNER
mus－38変異株との二重変異株ではmus－38変異株の生存率よりも低くなり、紫外線
に対する感受性が増大した。
　以上より、ncRAD26破壊株のエピスタシス解析により、アカパンカビのNERにも
GGRとTCRの系が存在することが示唆された。
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Fig．5－4．　ncRAD426破壊株のエピスタシス解析
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（A）NER系mus－38変異株、（B）第二除去修復系mus－78変異株、（C）組換え修復系mei－3
変異株、（D）複製後修復系uvs－2変異株との二重変異株の紫外線に対する感受性をそれぞれ
調べた。
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第6章　NER経路と第二除去修復経路、光回復との関係
6－1　緒言
　紫外線の照射によってDNAに生じる主な損傷は、シクロブタン型ピリミジンニ量体
（CPDs）と（6－4）光産物（6－4PPs）である。生物はその進化の過程において、これらの
損傷を修復し、遺伝情報を維持するためのいくつかの機能を獲得してきた。現在では、
DNA修復に関する様々な研究が微生物からヒトまで多くの生物で行われている
［Friedberg，1988；Thompson，1989］。一般に多くの生物では、エキシヌクレアーゼ
と呼ばれる巨大なタンパク質複合体が、紫外線による損傷だけでなく、化学物質によ
って、DNAに生じた損傷も除去することが知られている。ヌクレオチド除去修復（NER）
は損傷部位を含むヌクレオチドを一括して除去し、最も研究が進んでいる修復系であ
る［Hoejimakers，1990；Guzder　et　al．，1996；Wang　et　al．，1996］。エキシヌクレア
ーゼをコードする遺伝子は、大腸菌からヒトに至るまで高度に保存されており、大腸
菌（Escherichia　coのでは（ノvrABC系、出芽酵母（Saccharomyces　cerevisiae）では
RAD3エピスタシスグループに分類される遺伝子群が、エキシヌクレアーゼのサブユ
ニットをコードしていることが示されている［Friedberg，1988；Van　Houten，
1990］。これらの遺伝子群のいずれかに突然変異が起こると、生物は紫外線のみなら
ず様々な変異原に対して感受性を示す。
　アカパンカビ（Neurospor∂crassa）のmus－78遺伝子は、大腸菌のDNA修復欠損株
の紫外線感受性を相補するアカパンカビのDNAとして単離され、その塩基配列から予
想されるアミノ酸配列は、これまで得られていたどの遺伝子産物とも相同性を示さな
かった。また、生化学的解析から、MUSI　8タンパク質は、ピリミジンニt体とTC（6－4）
光産物の両方を認識し、これらの損傷の5’側に一本鎖切断を導入する紫外線損傷特異
的エンドヌクレアーゼであることが示された［Yajima　et　al．，1995］。　mus－　1　8変異株
は、他の生物の除去修復欠損株とは異なり、紫外線のみに感受性を示し、第二除去修
復と呼ばれている［lshii　et　al．，1991］。
　アカパンカビでは、紫外線損傷を修復する経路が、NER、第二除去修復の他に光回
復酵素による光回復の3つのプロセスによって紫外線損傷を修復しており、3つの修
復系の相関について解析を行った。
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6－2　材料と方法
［使用菌株とベクター］
　本実験で使用したアカパンカビの株とその遺伝子型をTable　6－1に示した。アカパ
ンカビ野生株として、C1　－T1　O－3　7AとC1－TlO－28aをそれぞれ使用した［Tamaru　and
lnoue，1989］。　mus－18変異株（C2－T40－9A）、は、埼玉大学遺伝学研究室より頂
いた。
Table　6－1．　Strains　of〈Lcrass∂used　in　this　study
Strain　number Genotype Source／reference
C1－T10－37A
C1－T10－28a
C2－T40－9A
MST－CT－1A
MST－CT－1a
MST－ml8－2a
TNK－CT－1A
TNK－CT－1a
TNK－m18－4A
A
Aaノー2　pan－2　cot－7mus－　1　8
AMus－43RIP
amus－43R’P
Amus－78mus－43Ripρan－2
／4Mus－44RfP
∂Mus－・44Rip
Amu5－78mus－44RiPp∂n－2
Tamaru　and　lnoue（1986）
Tamaru　and　lnoue（1986）
lshii　et　al．（1991）
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
FGSC，　Fungal　Genetic　Stock　Center
［培地］
　アカパンカビの培養には、グリセロール完全培地を用いた［Tatum　et　al．，1950］。
この培地の組成をTable　6－2に示した。コロニー形成用の培地には、　Vogel’sの最少
培地に1％のソルボース、0．2％のショ糖、1．2％の寒天を加えて用いた。パントテン
酸を要求する株に対しては、培地にパントテン酸カルシウムを0．01mg／mlになるよ
うに加えた［David　and　de　Serres，1970］。
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Table　6－2．　Mediums　used　in　this　study
50×Vogel’s　K少培地（1000ml中）
　　　　　　　Na3C6HsO7・2H20
　　　　　　　KH2PO4
　　　　　　　KH4NO3
　　　　　　　MgSO，・7H20
　　　　　　　CaCl2・2H20
　　　　　　　　ビオチン水溶液
　　　　　　　Vogel’s微量元素液
Vogei’s微量元素液（100ml中）
　　　　　　　C6H807・2H20
　　　　　　　ZnSO4・7H20
　　　　　　　Fe　（NH4）2（SO4）2・6H20
　　　　　　　CuSO，・5H20
　　　　　　　MgSO4・H20
　　　　　　　H3BO3
　　　　　　　NaMoO4　’2H20
ビオチン水溶液（1000ml中）
　　　　　　　Biotin
ビタミンストック溶液（100ml中）
　　　　　　　サイアミン（ビタミンB1）
　　　　　　　リポフラビン（ビタミンB2）
　　　　　　　ピリドキシン（ビタミンB6）
　　　　　　　パントテン酸カルシウム
　　　　　　　パラアミノ安息香酸
　　　　　　　ニコチン酸アミド
　　　　　　　塩酸コリン
　　　　　　　葉酸
　　　　　　　イノシトール
1259
250g
1009
109
　59
25ml
　sml
　59
　59
　　19
0．259
0．059
0．059
0．05g
40mg
10mg
　5mg
　5mg
50mg
　5mg
　5mg
100mg
　lmg
100mg
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［エンドヌクレアーゼによる紫外線損傷CPDs除去能の解析］
　エンドヌクレアーゼによるCPDs除去能の解析はlshiiらの方法［lshii　et　al．，1998］
で行った。グリセロール完全培地で、7－9日間培養したアカパンカビの分生子を集め、
1／15Mリン酸緩衝液（pH7．0）に懸濁し、2．5×106／mlに調整した。その調整液を紫
外線未照射のコントロールと紫外線照射250J／m2のものとで分けた。さらに紫外線
を照射した方に関しては、暗条件下で液体保持（Oh、18h）を行った。それぞれ12ml
にし、濃度は2．5×108個になるようにする。紫外線未処理、紫外線処理した分生子
からゲノムDNAを抽出し、　CPDsを特異的に切断するM．　／u　teus由来のendonuclease
で処理した後、アルカリアガロースゲル電気泳動を行い、ゲノムDNAのバンドパター
ンを確認した。
［アルカリアガロースゲル電気泳動］
　50mM　NaCl、1mM　EDTA溶液中に、1％の濃度になるように粉末アガロースを加え、
アルカリアガロースゲルを作製した。サンプルを泳動する前に、アルカリアガロース
ゲルをアルカリ泳動buffer（50mM　NaOH、1mM　EDTA）で30分間平衡化した。サ
ンプルにアルカリloading　buffer［300mM　NaOH、6mM　EDTA、1896フィコール、
0．15％プロモクレゾールグリーン（BCG）、O．25％キシレンシアノール（XC）］を加
え、35Vで泳動した。泳動したゲルを染色するために、中和buffer［1MTris－HCI（pH7．6）、
1．5M　NaCl］で45分間穏やかに振とうした後、エチジウムブロマイドにて染色し、写
真撮影後、泳動パターンを比較した。
［アカパンカビのゲノムDNAの調整］
　グリセロール完全培地で7－9日間培養したアカパンカビの分生子を集め、2×107
個／mlになるようにリン酸緩衝液（0．067M，pH7．0）に懸濁し、これを実験に用いた。
紫外線照射は、NationalのGL－10殺菌灯2本を線源として行った。線量率をUV線量
計（Topcon社；uvr－254）で沮ll定し、2．5J／sec／m2になるように電圧を調整した。あ
らかじめ冷やしておいた懸濁液6mlを6cmシャーレに入れ、スターラーで撹梓しな
がら、O、25、50、75、100、150J／m2の紫外線を照射した。照射直後の分生子か
ら抽出したDNAを、抗体を利用した紫外線損傷の測定におけるスタンダードとした。
100J／m2の紫外線を照射した懸濁液を、照射後、30℃の暗所または可視光下で静置
した。一定の時間ごと（30分、60分、120分、180分）に懸濁液の一部を回収し、
それぞれからDNAを抽出した。　DNAの抽出は以下のように行った。懸濁液は、あら
かじめ冷やしておいた15ml遠心管に入れ、直ちに氷冷した。可視光が当たらないよ
86
うに遠心管をアルミホイルで包んで、4℃で2500rpm、10分間遠心し、分生子を集
めた。この分生子を500μ1の抽出緩衝液（1　o／，SDSを含むSTE〔1mM　NaCl、10mM
Tris－・HCI［pH8．0］、1mM　EDTA〕）に再懸濁し、あらかじめ250μ1程度のグラスビー
ズと0．1MTris－HCI（pH8．0）で飽和したフェノール溶液500　rdを入れた2mlマイク
ロチューブに移した。カプセルミキサー（シージー社；CAPSULE－MIXER　CM－1）に
マイクロチューブをセットし、セメントモードで1分間撹絆し分生子を破砕した。光
回復を防ぐために、ここまでの操作は赤色灯下で行った。4℃で15，000rpm、10分
間遠心し、上清をエッペンドルフチューブに取り、フェノール／クロロホルム（Tris－
HCIで飽和したフェノールとクロロホルム、イソアミルアルコールを25：24：1の割合
で混合）抽出を行った。エタノール沈殿によって得られた沈殿を、50μ1のTE（10mM
Tris－HCI［pH8．0］、1mM　EDTA）に溶解した。5μ1のRnase　A（10mg／ml）を2μ1
加え、37℃で1時間処理した。さらに、proteinase　K（10mg／ml）を2μ1加えて、
37℃で1時間処理した。TEを加えて、全量を500μ1に調整し、4℃で、65，000rpm、
30分間遠心した。上清をエッペンドルフチューブに取り、フェノール／クロロホルム
抽出を数回繰り返した。水層に300μ1のPEG溶液（2096PEG6000、2．5M　NaCl）
を加え、4℃に1時間静置した。遠心後、得られた沈殿を滅菌水に溶解し、分光光度
計（BECKMAN社；DU640）を使い0．D．260nmでDNA濃度を測定した。最終的にこ
のDNA溶液を10mM　PBS（pH7．4）の500μ1溶液にした。
［Enzyme－linked　immunosorbent　assay（ELISA）法による紫外線損傷の測定］
　ELISA法は、　Matsunagaらの方法を改変して行った〔Matsunaga　et　al．，1990〕。
チミンニ量体およびTC（6－4）光産物に対する抗体は、　MX－thymine　dimer、64M－2（協
和メディックス社）を用いた。96穴マイクロタイタープレート（Falcon社；平底型ビ
ニールプレート001－010－2801）に1％硫酸プロタミン（50μ1／welI）を入れ、37℃
で2時間静置しウェルをコートした。10mM　PBSを用いて、　DNAを1μg／ml（チミ
ンニ量体測定用）、6μg／ml（TC（6－4）光産物測定用）の濃度に調整した。このDNAを
熱処理して一本鎖にしたものを各ウェルに50μ1ずっ分注し、37℃に一晩静置してウ
ェルに吸着させた。抗体の非特異的結合を阻害するために、2％FBS（fetal　bovine
serum）を加えて（150μ1／well）、37℃に30分静置した。このプレートをPBS－T
（0．05％Tween－20を含むPBS）で5回洗った。1次抗体をそれぞれ10mM　PBSで
1／1000に希釈して加え（100　ul／well）、37℃で30分間反応させた。プレートを
PBS－Tで5回洗った後、10mM　PBSを用いて、ペルオキシダーゼ標識した2次抗体
（Cappel社；peroxidase－conjugated　goat　lgG　fraction　to　mouse　lgG）を、　MIX－一
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Thymine　dimerに対しては1／4000、64M－2に対しては1／2000にそれぞれ希釈し、
37℃で40分間反応させた（100μ1／well）。その後プレートをPBS－Tで3回、クエン
酸リン酸緩衝液（pH5．0）に溶かし、これに2．4μ1のH202を加えて準備した基質溶液
をウェルに分注し（100　rd／well）、チミンニ量体測定用プレートは20分、　TC（6－4）光
産物測定用プレートは15分間、37℃で発色させた。いずれも、2M　H2SO4（50μ1／well）
を加えて反応を停止した後、直ちにマイクロプレートリーダー（BIO　RAD社；
Model550）で吸光度（OD，go）を測定した。紫外線照射後に回収した分生子から抽出し
たDNAにおける吸光度で標準曲線を作成し、この標準曲線をもとに実験区の紫外線損
傷量を測定した。
［液体保持と遅延光回復］
　グリセロール完全培地で7－9日間培養したアカパンカビから分生子を集め、106個
／mlの濃度になるように、リン酸緩衝液（0．067M、　pH7．0）に懸濁した。9cmのガラ
スシャーレに20mlの懸濁液をとり、スターラーで撹拝しながら紫外線を照射した。
線R率は2．5J／sec／m2に合わせ、照射時間によって総線量を調整した。紫外線を照射
した懸濁液を、野生株、mus－38変異株、　mus－40変異株、　mus－43変異株およびmus－44
変異株は104個／m1に希釈した。紫外線照射直後の分生子を、　TOSHIBAのFL15W蛍
光灯2本を光源とした可視光下約10cmの距離に一定時間ごと（10分、20分、30分、
40分、50分、60分）静置して光回復処理し、これを遅延光回復処理とした。それぞ
れの処理を行った希釈液を、60℃に保っておいたコロニー形成用培地に混ぜ、シャー
レに均等に広げた。2日間30℃で培養し、生じたコロニーを数えた。紫外線照射前の
コロニー数を100％として、各実験区の生存率を計算した。なお、光回復以外の実験
は赤色灯下で行った。
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6－3　結果と考察
6－3－1　mus－43，　mus－44変異株の光回復反応の誘導
　アカパンカビは可視光により誘導されるDNA損傷を修復する光回復酵素の存在が知
られている［Shimura　at　al．1999］。この光回復酵素による光回復反応はmus－38変異
株の光回復能に異常があることから、mus－38により誘導される可能性が報告されて
いた［lshii　et　a1．，1998］。ヒトや出芽酵母のNERモデルより、　XPA，　Rad74にホモロ
グであるmus－43遺伝子はNER下流で機能するエンドヌクレアーゼをコードする
XPF－ERCC　1，　Rad　7－Rad　10にホモログなmus－38，　mus－44よりも上流に位置すること
が考えられ、mus－43，　mus－44変異株が光回復能を調べた（Fig．6－1）。
　野生株では紫外線照射後、液体保持20分間で生存率の上昇が見られ、紫外線照射
400J／m2において、液体保持60分後には生存率が50％近くまで回復した（Fig．6－1A）。
mus－－38変異株ではこれまでに報告されているように光回復能に異常がみられ、光回
復による生存率の上昇はみられるものの、野生株レベルではなかった（Fig．6－1B）。
mus－38と同様にNERの下流でエンドヌクレアーゼとして機能することが予想される
mus－40変異株では液体保持時間に違いはあるものの、野生株と同程度の光回復がみ
られた（Fig．6－1C）。　mus－43変異株でも液体保持時間に野生株との違いはあるものの、
野生株、mus－40変異株と同様に光回復能が正常であり、紫外線300J／m2において、
可視光照射60分後には60％以上の回復が確認された（Fig．6－・1　D）。しかしながら、紫
外線150J／m2におけるmus－44変異株の光回復は、60分間の液体保持でも生存率の
上昇が100／o未満に留まり、mus－38変異株と同程度の光回復率であった。野生株、
mus－－40，　mus－43変異株との光回復反応は液体保持時間に相違はあるものの、正常に
光回復がみられたが、mus－38，　mus－44変異株では光回復に部分的な欠損があること
が明らかになった。しかしながら、mus－38，　mus－44変異株における光回復は完全に
欠損しておらず、生存率に若干の増加が見られた。これは光回復酵素ではなく、mUS－
78遺伝子が関与する第二除去修復が損傷を修復している可能性がある。
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Fig．6－1　紫外線照射後の光回復が生存率に及ぼす効果
（A）野生株、（B）mus－38変異株、（C）mus－43変異株、（D）mus－44変異株。
紫外線照射量に差はあるものの、mus－38変異株、　mus－44変異株は部分的光回復の欠損が
みられた。
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6－3－2　Micrococcus　luteusエンドヌクレアーゼによるCPDs除去能の解析
　mus－－43，mus－44変異株が紫外線により誘起されるCPDsを修復出来るのかどうか、
CPDsを特異的に消化するMicrococcus／uteusエンドヌクレアーゼを用いてCPDsの
除去能を調べた。
　紫外線未処理、紫外線処理、紫外線照射後液体保持（暗条件下での修復）の分生子
からゲノムDNAを抽出し、　M．　lu亡eusエンドヌクレアーゼで処理し、アルカリアガロ
ースゲル電気泳動による泳動パターンを比較した（Fig．6－2）。
　野生株では、コントロールである紫外線未照射のサンプルに比べ紫外線処理を行っ
たゲノムDNAの泳動パターンが下方に移行し、紫外線照射後液体保持を施したゲノム
DNAは18時間の液体保持中にCPDsが修復されたためコントロールと同様の泳動パ
ターンを示した（Fig．6－2）。
　mus－78変異株、　mus－43　mus　18、　mus　78　mus－44二重変異株では、紫外線照射
後液体保持したゲノムDNAが紫外線処理と同様、下方に移行したままであり、18時
間の液体保持中にCPDsが除去されていないが、　mus－43、　mus－44変異株では紫外線
照射後液体保持したゲノムDNAは野生株と同様、紫外線未処理と同程度までゲノムの
断片化から回復していた（Fig．6－2）。
　以上より、mus－43、　mus－44変異株では、　CPDsの除去が行われていることが確認
され、アカパンカビのNERよりもmus－　1　8の第二除去修復がCPDsを優先的に除去す
ることが示された。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mus－43　　　　　　　　　　　　　　　m（ノs－44
　　　WT　　　＿口＿　　＿幽2■＿　mu5一ア8　　　　mus’44　＿az“E；．Z‘S．＿
UV　－　＋　＋　一　＋　＋　　一　＋　＋　一　＋　＋　　　一　＋　＋　一　＋　十
LH　　－一一　　一　　十　　一　　　　　十　　　　　　　　　　十　　　　　　　　十　　　　一　　　　　十　　一　　　　　十
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（196alkaline　agarose　gel）
Fig．6－2　M．luteusエンドヌクレアーゼを用いたCPDs除去能の確認
　UV：紫外線照射は200J／m2、　LH：液体保持は紫外線照射後18時間行った。
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6－3－3　ELISA法による損傷除去の測定
　CPDsと6－4PPsのそれぞれの抗体を用いたELISA法により、　mus－43，mus－44変
異株の損傷除去能を調べた。
　CPDsの除去能は先のMicrococcus　Iuteusエンドヌクレアーゼを用いた実験結果と
それぞれ一致し、mus－78変異株では180分後でも4096前後の除去にとどまる一方、
mus－43，mus－44変異株では、CPDsを約75％除去していることが示された（Fig．6－3A）。
さらにmus－43　mus　78，mus－44　mus－78二重変異株では全くCPDsを除去すること
が出来ないことから、アカパンカビにおいてCPDsの除去には第二除去修復である
mus－18が主に修復していることがEusA法でも示された（Fig．6－3A）。しかしなが
ら、mus－18変異株の紫外線に対する感受性は、　NER変異株であるmus－38，mus－44
変異株と同レベルであることから、損傷に対してNERと第二除去修復は同程度の重要
性があると考えられ、互いの系を相補している可能性がある。
　6－4PPsにおいても、　CPDsと同様の結果が示された（Fig．6－3B）。野生株の損傷除去
には修復速度に若干の差があるものの、180分の液体保持で約80％の損傷が除去さ
れ、mus－43，mus－44変異株と大差は見られず、第二除去修復系であるmus－78変異
株ではCPDsと比べ6－4PPsの除去率が、180分後で75％近くまで上昇した（Fig．6－
3B）。
　以上より、暗条件下ではmus－18の関与する第二除去修復が優先される事が示唆さ
れたが、mus－43、　mus－44変異株ではCPDs、6－4PPsの修復に相違がみられなく、
アカパンカビではNERよりもmus－　1　8遺伝子産物のようなエンドヌクレアーゼが損傷
修復に多大な影響を持つ可能性があることが示された。
　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B
　　　　　　　　　CPDs　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6－4PPs
　　125　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　125
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Fig．6－3　ELIsA法による紫外線損傷認識抗体のDNAに対する結合
（A）紫外線損傷CPDsに結合する抗体を用いて、ゲノムDNAに残存する損傷量を測定した。
（B）紫外線損傷6－4PPsに結合する抗体を用いて、ゲノムDNAに残存する損傷量を測定した。
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第7章　総合考察および結論
［アカパンカビのNER経路］
　これまでにアカパンカビのNERはmus－38とmus－40の二っの遺伝子が解析され
ていたが、その他のNER遺伝子の存在は、アカパンカビにおいては確認されていなか
った。近年、アカパンカビゲノムプロジェクトの公開により、ヒト、出芽酵母、分裂
酵母に相同なNER遺伝子がアカパンカビにおいてもほとんど存在することが明らかに
なった。そして今回、新たに6種類の遺伝子（ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD　I　O、
ncRAD　74、　ncRAD23、　ncRAD26）のそれぞれの遺伝子破壊株を作成、解析すること
で、アカパンカビにおけるNER経路の全体像を明らかにした。
　近年までアカパンカビの遺伝子破壊は、外来遺伝子を導入した形質転換体を交雑さ
せることにより、点突然変異を誘発させるRIP法が主流であり、遺伝子破壊株の同定
には、変異原に対する感受性を指標として単離・解析が行われてきた。そのため、実
際に遺伝子が破壊されていたとしても変異原に感受性を示さなければ同定する事が困
難であった。したがって、アカパンカビのNER研究はヒトや出芽酵母と比べほとんど
進められていなかった。
　アカパンカビmus－38は、ヒトXPF、出芽酵母RAD　7に相同な遺伝子であり、mus－40
は、ヒトXPG、出芽酵母RAD2に相同な遺伝子で、ともにNERの下流域で構造特異
的エンドヌクレアーゼとして機能する。
　出芽酵母のRAD　l　O、　RAD　74遺伝子も、　NERのGGR、　TCR損傷認識以降の下流域
で働くことが考えられており、その変異株は紫外線に対して顕著な感受性が報告され
ていた事から、mus－・43（ncRAD　14）、　mus－44（ncR）4D　1　O）変異株も出芽酵母と同様
に、紫外線に対し感受性を示すことが予想され、RlP法によって遺伝子破壊株を同定、
単離することが比較的容易であった。単離したmus－43、　mus－44変異株は共に紫外
線、4NQOに対して顕著な感受性を示したが、その他の変異原に対しては感受性を示
さず、これまでに解析されていたNER変異株mus－38と同じ表現型であることを明ら
かにした。
　修復系に関わる遺伝子とのエピスタシス解析により、mus－43、　mus－44遺伝子が
mus－38と同じNER系で機能することが示されたが、紫外線に対する詳細な生存率を
調べた結果、mus－43変異株はこれまでに解析されているmus－40変異株と、そして
mus－44変異株はmus－38変異株と同程度の感受性を示し、　mus－40やmus－43変異
株よりも感受性が高く、紫外線に対する生存率に顕著な差異があり、他の生物ではみ
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られない現象がみられた。
　同じNER系遺伝子変異株間で紫外線に対する感受性に相違がある理由として、ヒト
のNERでは、損傷DNAの5’側構造特異的エンドヌクレアーゼが組換えにも関与す
る報告があり［Wei　yang，2003］、アカパンカビの5’側構造特異的エンドヌクレアー
ゼをコードするmus－38とmus－44はNER以外へ関与する可能性も考えられ、同一
の修復系の中でも複数の役割を担う遺伝子があることが予想された。mus－38とmus－
44変異株は、他のNER変異株よりも紫外線に対する感受性が高く、5’末端側構造特
異的エンドヌクレアーゼの欠損が、アカパンカビの生体内で正常な代謝活動を阻害す
る要因となることが考えられた。
　変異原は癌化の要因でもあり、突然変異の上昇に起因する。mus－43とmus－44変
異株では、紫外線による復帰突然変異頻度がともに野生株よりも上昇し、mUS－44変
異株においてはmus－43変異株よりも突然変異を高頻度で誘発することが明らかにな
った。したがって、アカパンカビのNERにおいて、　mus－43よりもmus－44変異株の
方が突然変異を誘発する事から、mus－44のNERにおける重要性が高い事が示唆され
た。
　mus－44変異株におけるNERは、　mus－40による3’末端側の損傷DNAの切除が
正常であり、mus－44遺伝子産物の損傷DNAの5’末端側のエンドヌクレアーゼが損
傷DNAを切除出来ない場合、　flapな状態の損傷DNA断片が第二除去修復やDNAリ
ガーゼを阻害しミスマッチ修復などが損傷DNAに介入するために突然変異を誘発する
と予想される。従って、mus－43変異株では、損傷DNAにNER複合体が集合しない
ために、第二除去修復がスムーズな修復を正常に完了し得る可能性がある。またmUS－
44遺伝子は、末端側に繰り返し配列がみられる事から、紫外線損傷などがこの領域に
付加しやすいために突然変異頻度が上昇する可能性がある。
　NER上流域のGGR、　TCR損傷認識で機能する出芽酵母IUID4とRAD23に相同なア
カパンカビncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23、そしてTCR経路で機能する出芽酵母
RAD26に相同なncRAD26遺伝子は、すべて相同組換え法によって遺伝子破壊を行っ
た。
　アカパンカビmus－44は出芽酵母RAD　70よりも分裂酵母Swi　70に対して高い相同
性が確認されたが、ncRAD4においても、分裂酵母rhρ4A　（rhp41）、rhp4B（rhρ42）
と同様に二つの遺伝子が発見された［Fukumoto　et　al．，2002］。したがって、アカパン
カビの二つのRAO4遺伝子も分裂酵母rhρ4A、　rhp4Bと類似した働きを持つことが予
想された。
　出芽酵母Rad4－Rad23複合体は損傷の有無にかかわらず、　DNAに結合することが
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これまでにわかっており、複製や組換えなどの代謝を阻害する可能性がある
［Fukumoto　et　al．，2002］。それを避けるために、　Rad23はユビキチンを介して
proteasomeによって、余分なRad4－Rad23タンパク質が分解され、調節されている。
この出芽酵母Rad23のUBA，UBLドメインと高い相同性を示す部位がアカパンカビ
NCRAD23にも存在するため、非選択的に結合したNCRAD4－NCRAD23タンパク質を
ユビキチンが制御している可能性が高い。
　ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23破壊株の紫外線に対する感受性をスポットテス
トにより確認したが、顕著な感受性は確認されなかった。しかし、二重および三重破
壊株を作成し、生存率を測定したことで紫外線に対する詳細な感受性が明らかとなっ
た。出芽酵母Rad4－Rad23、ヒトXPC－HR23B、分裂酵母Rhp4A・Rhp4B－rhp23は
ともに複合体を形成し、NERのGGRで特異的に働いていると報告されていることから、
ncR；4D4A、　ncRAD48、　ncRAD23の多重変異株の作成し解析を行った。　ncRAD4A
ncRAD23二重変異株、　ncRAD4A　ncRAD4B二重変異株は単一破壊株より紫外線に対
して高い感受性を示したが、ncRAD4B　ncR4D23二重変異株は野生株と同レベルであ
った。また、ncR）4D4A　ncRAD4B　ncRAD23三重変異株の紫外線感受性は、　ncRAD4A
ncR）4D23二重変異株、　ncRAD4A　ncRAD4B二重変異株での感受性と同程度であった。
したがって、ncRAD4B、　ncRAD23がncRAD4Aを補助することでNERに寄与してい
ることが考えられ、すなわちncRAD4AがncRAD4BもしくはncRAD23と複合体を
形成しはじめてNERタンパク質として機能していると考えられた。また、　ncRAD4A
ncll4D4B　ncRAD23三重変異株、　ncRAD4A　ncRAD23二重変異株、　ncRAD4A
ncRAD4B二重変異株の紫外線に対する感受性はmus－40、　mus－43変異株と同レベル
であることから、これらの遺伝子はGGR特異的ではなく、　GGR経路とTCR経路に共
通の経路で働く可能性が示唆された。さらに上流に位置する出芽酵母RAD7とRAD　76
に相同なアカパンカビncil4D7とncRAD　76がGGR特異的な遺伝子として機能して
いる可能性がある。
　NERと同様に紫外線による損傷を修復する第二除去修復mus－78変異株をバックグ
ラウンドにした時のncRAD4A、　ncRAD4B、　nciZAD23の紫外線に対する感受性を調
べた結果、ncRAD4A　ncRAD4B　mus－78三重変異株はmus－38　mus－　7　8、　mus－40
mus－18二重変異株よりも感受性が低いのに対し、　ncRAD4A　ncRAD23　mus－18三重
変異株では、mus－38　mus－　1　8、　mus－40　mus－18二重変異株の紫外線に対する感受性
が同程度になったことから、NCRAD4AはNCRAD23と複合体を形成することによっ
て、NER系で働くことが明らかになった。
　TCRで機能する出芽酵母RAD26、ヒトCSBに相同なアカパンカビncRAD26遺伝
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子産物は、アミノ酸C末側にhelicase　C　ドメイン、　N末側にSNF2　familyドメイン
を有する。ヘリカーゼはATPを加水分解してDNA二重らせんの巻き戻し反応を行う
事によって転写を促進させるが、SNF2　familyは転写調節因子であり、　NCRAD26は
転写の調節に重要なタンパク質であると予想された。出芽酵母にはTCR特異的な遺伝
子としてRAD28、ヒトではCSAが存在し、それらに相同なncRAD28とncCSA遺
伝子もアカパンカビで発見された。このncRAD28とncCSAの破壊株を単離したが、
紫外線に対して顕著な感受性を示さなかった。分裂酵母では出芽酵母Rad28に相同な
遺伝子はゲノム情報のデータベース上では発見されているが、重要なドメインが見ら
れなく、その詳細は明らかになっていない。
　データベースから予測されるncRAD26は基本的に転写を司る遺伝子である可能性
が高く、TCR特異的遺伝子として働く事が示唆された。　ncRAD26破壊株は紫外線に
対し感受性を示さず、NERのGGR経路が紫外線による損傷修復を相補しているためで
あると考えられた。エピスタシス解析によって、第二除去修復系以外のすべての修復
系に関与する可能性が考えられたが、他の修復系変異株との二重変異株が紫外線に対
して相乗的な感受性を示さなかったのは、NER　GGR経路と第二除去修復系が損傷を修
復することで説明が出来る。第二除去修復mus－　1　8変異株との二重変異株が紫外線に
対し相乗的な感受性を示したのは、紫外線による損傷を修復する経路がNER　GGRだけ
では不十分であり、アカパンカビでの第二除去修復系の重要性も示唆する結果である。
　また、アカパンカビではヒトCSA、出芽酵母R，4D28にそれぞれ相同なncCSAと
ncRAD28をこれまでに単離したが、紫外線に対する感受性は確認出来ず、もしかす
ると、ncR4D4Bのように補助的な役割を担う可能性がある。しかしながら、出芽酵
母RAD28に相同な分裂酵母のホモログ遺伝子はその働きが明らかになっていないう
え、顕著なドメインが確認されていない事から修復系に関与する遺伝子ではない可能
性がある。現在、GGR特異的であると予想されるncRAD7とncRAD26二重変異株を
解析中であり、その結果を元に解析を進める必要がある。
［mus－38，　mus－44変異株の光回復の部分的欠損について］
　本研究ではNER変異株、　mus－40，　mus－43変異株の光回復能は正常であったのに対
し、mus－38，　mus－44変異株の光回復能に部分的な欠損があることを明らかにした。
mus－38，　mus－44遺伝子は、　NERにおいて、損傷DNAの5’側構造特異的エンドヌクレ
アーゼとして機能することが予想される遺伝子である。したがって、損傷DNA5’側エ
ンドヌクレアーゼが欠損した場合、次のモデルが考えられる（Fig．7）。
　ヒトや出芽酵母のNERでは損傷DNAの3’側が切断された後、損傷DNAの5’側が切断
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され、損傷DNAの3’側が切断されなければ5’側の切断が行われないことが報告されて
いる。
　野生株で光回復による生存率が上昇するのは、DNAに生じたCPDs損傷が光回復によ
って修復されているためであり、損傷DNA3’側エンドヌクレアーゼが欠損したmus－40
変異株でも光回復は正常に行われていた。したがって、損傷DNAの3’側に切断が入ら
ない場合では、NER複合体がphotolyaseに置き換われる可能性が考えられる。
　一方、5’側のヌクレアーゼが欠損した場合には、損傷DNAの3’側が切断されるが、
損傷DNAの5’側は切断されないことから、　NER複合体が結合したままとなり、光回
復酵素と競合してしまうため、光回復の部分的欠損が起こる可能性が考えられるが、
更なる検証が必要である。
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Fig．7NERと光回復が競合するモデル
［アカパンカビの紫外線損傷除去能］
　紫外線により誘起されるCPDsを特異的に消化するM’crococcus∫u亡eusエンドヌク
レアーゼを用いて、単離した変異株のCPDs除去能を調べた結果、　mus・－43、　mus－44
変異株はCPDs損傷を十分に除去できること確認した。これは第二除去修復経路が
CPDs損傷を除去している結果であり、　NER経路がCPDsを除去する頻度は第二除去
修復経路よりも低いことが伺えた。この結果はCPDs抗体を用いたELISA法によって
も明らかになった。
　mus－18は分裂酵母UVDEとホモログであり、紫外線に依存したエンドヌクレアー
ゼによってDNAの紫外線損傷であるCPDsを消化する酵素であり、アカパンカビのNER
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で考えられる、損傷認識から損傷DNAの切除、切除した部分のDNA再合成といった
一連のプロセスと比べ、簡略なプロセスで損傷DNAを修復するために、　NERよりも
効率がよいと考えられる［Yasui　et　al．，1999］。
　紫外線によって主に誘発される損傷はCPDsの他に（6－4）光産物（6－4PPs）が知ら
れるが、6－4PPsはCPDs損傷よりも大きい付加物であり、　DNA二重らせんの歪みを
引き起こす事が知られ［Friedberg　et　al．，2006］、アカパンカビのNERがCPDsを有
意に修復しないのであれば、6－4PPsを優先的に認識し、修復するのではないかと予想
した。
　mus－18変異株（すなわちNERが正常）は野生株と同様に、3時間後で約75％の
6－4PPsの除去が確認された。これは紫外線照射3時間後で、　NERがCPDsの損傷除
去率約40％と比べ、6－4PPsの損傷除去率は約70％であり、　CPDsよりも6－4PPsを
優先的に認識し除去しており、予想した結果であった。しかしながら、mus－43変異
株とmus－44変異株（すなわち第二除去修復が正常）における6－4PPsの除去率はCPDs
の除去率と大差は見られず、3時間後で野生株と変わらない約75％の6－4PPsの除去
率を示した。したがって、CPDs損傷はNER経路と第二除去修復経路で100％の除去
を行うのに対して、6－4PPs損傷ではNER経路と第二除去修復経路で1　oooroを有に越
える修復を示すことから、より効率的にこれらの修復が共役して損傷を除去している
ことが示された。NER経路と第二除去修復経路が紫外線による損傷を効率的に、かつ
完全に除去し、尚かつ可視光によって誘導される光回復酵素でも紫外線による損傷を
除去する事から、糸状菌の紫外線に対する損傷除去能は他の生物よりも過剰なほど効
率的であることが推測された。
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